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RESUME 
Pour ce travail, nous avons immortalisé des cellules de reins foetaux humains à l'aide 
du gène grand T de SV40, dans le but d'établir un modèle d'étude de la prolifération et 
de la differenciation rénales. Une lignée cellulaire appelée PT-1 et provenant 
probablement du tubule proximal a été obtenue. Afin de caractériser davantage cette 
lignée, nous avons déterminé par dosages enzymatiques les niveaux d'activité de la 
phosphatase alcaline et de la -y-glutamyltranspeptidase qui sont des marqueurs de 
différenciation et nous avons également étudié l'aspect morphologique ainsi 
qu'ultrastructural de la lignée PT-1 en culture. Nos observations ont indiqué que la 
lignée PT-1 se différencie partiellement en culture pour former un système multi-couche 
composé de six couches cellulaires, dix-sept jours après la confluence. La couche 
supérieure est légèrement polarisée, et comporte des cellules avec un aspect plus 
épithéloïde. Quelques jonctions cellulaires de type zonula occludens sont retrouvées à 
ce niveau et une lame basale sous-jacente est présente. Les autres couches sont d'allure 
mésenchymateuse et non polarisée et sont séparées par des espaces intercellulaires. 
Ensuite, nous avons étudié par immunofluorescence indirecte l'expression des 
constituants de la matrice extracellulaire (les chaînes Bl et B2 de la laminine, la 
ténascine), de la lame basale (fibronectine, collagène de type IV), des filaments 
intermédiaires ( cytokératine, vimentine), des jonctions serrées (uvomoruline) et del' agent 
immortalisant (la protéine grand T de SV40). Les résultats obtenus suggèrent que la 
protéine grand T est nécessaire au maintien de la prolifération. La lignée est caractérisée 
par une expression hétérogène de la kératine, vimentine, fibronectine, ténascine, 
collagène de type IV et une expression homogène des chaînes B 1 et B2 de la laminine. 
L'uvomoruline est exprimée seulement dix jours après la confluence. Nous avons 
examiné l'expression de marqueurs de prolifération (c-myc) et de différenciation (-y-GT). 
Elle réagit de façon normale à un signal de prolifération induit par le sérum puisque c-
myc est exprimé transitoirement, tandis que l'expression de la -y-GT est constante, 
indiquant une régulation post-transcriptionnelle. 
Par la suite, nous avons analysé l'effet de différentes substances sur la différenciation 
fonctionnelle et morphologique de la lignée PT-1. Toutes les substances étudiées ont eu 
un effet soit positif ou négatif sur l'un des deux marqueurs de différenciation 
fonctionnelle: la PA et la -y-GT. Par contre, seul le dexaméthasone, l'acide rétinoïque 
et la suramine ont stimulé la différenciation morphologique de la lignée PT-1. 
Egalement, nous avons observé qu'un milieu sans glucose affecte la prolifération et la 
différenciation cellulaire de la lignée PT-1. 
Donc, la lignée cellulaire PT-1 d'origine humaine est unique et démontre un potentiel 
énorme en tant que modèle d'étude moléculaire des mécanismes impliqués dans la 
prolifération et la différenciation rénales humaines. 
1-INTRODUCTION 
1. Dévelowement du rein. 
Chez les mammifères, le développement du rein se résume par la formation 
successive de trois systèmes excréteurs: le pronéphros, le mésonéphros, et le 
métanéphros. Le pronéphros, ce rein primitif, se forme dans la région cervicale du 
cordon néphrogénique et dégénère rapidement. Le mésonéphros occupe les régions 
thoracique et lombaire, est plus volumineux et est fonctionnel durant une courte période 
foetale précoce. En dernier lieu, il y a la formation du rein définitif, le métanéphros. 
Le rein métanéphrique est un organe qui se développe grâce aux interactions réciproques 
entre le mésenchyme et le bourgeon urétérique. Par un phénomène d'induction 
réciproque, l'épithélium du bourgeon urétérique se ramifie sous l'influence du 
mésenchyme, et le mésenchyme se condense aux extémités des ramifications pour former 
un aggrégat prétubulaire. Celui-ci se transforme en une structure en "S" qui fusionne 
à l'arbre urétérique, et éventuellement conduit à la formation des éléments épithéliaux 
de la portion sécrétoire du néphron, composée du glomérule, du tubule proximal, de 
l'anse de Henlé, du tubule distal et du tubule connecteur. 
2. Constituants de la matrice extracellulaire du rein. 
Le mésenchyme non-induit sécrète une matrice extracellulaire constituée en grande 
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partie de fibronectine, de collagène de type I et ID, de N-CAM (Neural cell adhesion 
molecule) et des chaînes Bl et B2 de la laminine. 
La fibronectine est un hétérodimère dont le poids moléculaire varie entre 450-600 
KD. Elle est un constituant majeur de la matrice extracellulaire. Cette glycoprotéine se 
retrouve sous deux formes. La fibronectine sérique est présente sous forme soluble dans 
les liquides interstitiels et dans le sérum. La fibronectine cellulaire se retrouve au niveau 
des matrices extracellulaires et des lames basales, sous forme insoluble 
(ABRAHAMSON, 1986; DUFOUR et al., 1986; HYNES, 1986; LAURIE et al., 
1982; MARTIN et al., 1988). La fibronectine possède un site de liaison pour les 
protéoglycans dans la région amino-terminale et carboxy-terminale de chacune des 
chaînes la composant. Elle possède également un site de liaison à tous les types de 
collagènes et un site d'attachement cellulaire dans les domaines centraux des deux chaînes 
polypeptidiques. 
Les chaînes de collagène de type 1 et ID sont des molécules composées de trois hélices 
ex riches en résidus glycine et proline. Tout comme la fibronectine, les collagènes de 
type 1 et ID sont des élements de base de la matrice extracellulaire et donnent au tissu 
sa forme, sa rigidité et sa flexibilité. La molécule N-CAM est une glycoprotéine se 
retrouvant à la surface des cellules mésenchymateuses (KLEIN et al., 1988a). Les 
chaînes Bl et B2 de la laminine, exprimées dans les cellules mésenchymateuses, ont un 
poids moléculaire de 200 KD chacune. Ces chaînes s'assemblent avec la chaîne A de 
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la laminine, dont le poids moléculaire est de 400 KD, pour former une structure 
cruciforme. La chaîne A n'est pas exprimée dans les cellules mésenchymateuses. Les 
chaînes Bl et B2 possèdent des sites EGF-like, des sites de liaisons de l'héparine, du 
collagène, et au niveau de la chaîne Bl, un site d'attachement cellulaire. 
La chaîne A de la laminine a une distribution restreinte au niveau de la lame basale 
des cellules épithéliales. Les chaînes Bl et B2 sont exprimées de façon constitutive au 
cours de la néphrogénèse, tandis que la chaîne A de la laminine apparaît après le 
phénomène d'induction du mésenchyme en épithélium. L'apparition de la chaîne A 
coïncide avec le début de la polarisation des cellules épithéliales rénales (KLEIN et al., 
1988b). 
Lors de la transformation des cellules mésenchymateuses en cellules épithéliales, il 
y a des changements dans la constitution de la matrice extracellulaire. Cette conversion 
épithélio-mésenchymateuse est possible grâce à une augmentation de l'adhésion 
intercellulaire. Suite à l'induction de la transformation, il y a disparition de la 
fibronectine, du collagène de type I et III ainsi que du N-CAM, et apparition du 
collagène de type IV, de l'uvomoruline, du syndécan, et de la chaîne A de la laminine. 
Le collagène de type IV est une glycoprotéine de {?OO KD constituant un collagène 
non-fibrillaire spécifique de la lame basale des cellules épithéliales de rein 
(YURCHENCO et SCHITINY, 1990). Le rôle principal du collagène de type IV est 
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de former l'échafaud structural des lames basales (LEBLOND et INOUE, 1989; 
MARTIN et al., 1988; TIMPL, 1989). Il est clairement établi que c'est à même 
l'échafaud structural du collagène de type IV que s'ajoutent les autres constituants pour 
former les lames basales in situ (ABRAHAMSON, 1986; LEBLOND et INOUE, 1989; 
MARTIN et al., 1988; TIMPL, 1989). En effet, le collagène de type IV peut lier la 
laminine, les protéoglycans, la fibronectine ainsi que le nidogène/entactine (GRANT et 
al., 1989; LAURIE et al., 1986; TIMPL, 1989; WOODLEY et al., 1983). Enfin, les 
cellules pourraient s'attacher aux lames basales en liant spécifiquement le collagène de 
type IV via un récepteur cellulaire (AUMAILLEY et TIMPL, 1986; BERNFIELD, 
1989; BUSET et al., 1987; HAHN et al., 1990; KLEINMAN et al., 1981; LISCIA 
et al., 1988; MARTIN et al., 1988; MONTGOMERY, 1986; TIMPL, 1989). 
L'uvomoruline (ou E-cadhérine) est une glycoprotéine faisant partie de la grande 
famille des molécules CAM (cell adhesion molecules). C'est une molécule d'adhésion 
qui est retrouvée à la surface des cellules épithéliales. Elle aurait un rôle dans le 
maintien de la polarité des cellules épithéliales rénales (KLEIN et al., 1988b). 
Le mésenchyme métanéphrique nouvellement induit, synthétise un protéoglycan 
membranaire, qui est le syndécan (V AINIO et al., 1989). Cette molécule n'est pas 
exprimée dans le mésenchyme non-induit. Par contre, le syndécan est exprimé au niveau 
des cellules ayant été induites à devenir des cellules épithéliales. Cette molécule jouerait 
un rôle important dans la transition épithélio-mésenchymateuse et sert de marqueur de 
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différenciation cellulaire rénale. 
La ténascine est aussi une glycoprotéine qui se présente sous la forme d'un 
hexabranchion d'environ 1900 KD (ERICKSON, 1989). La ténascine est exprimée dans 
le mésenchyme en condensation et ce dans les premières étapes de la néphrogénèse 
(NATAL! et ZARDI, 1989). Il y a éventuellement perte d'expression de la ténascine 
dans les cellules mésenchymateuses se convertissant en cellules épithéliales. Cependant, 
la ténascine continue d'être exprimée dans les cellules mésenchymateuses qui vont 
constituer le stroma du rein (NATALI et ZARDI, 1989). 
3. Facteurs de croissance impliqués dans la morphogénèse du rein. 
Un grand nombre de facteurs de croissance est présent dans le rein foetal et adulte. 
Ces facteurs de croissance auraient comme rôle de réguler la prolifération et le 
développement néphrogénique. Les principaux facteurs impliqués sont les suivants: 
IGF-I, IGF-II, EGF/TGF-a, TGF-[j, PDGF, FGF, NGF, et le HGF. 
Le IGF-I (insulin-like growth factor-!) est un polypeptide de 70 acides aminés exprimé 
au niveau du rein foetal et adulte. Il a été démontré que IGF-I est exprimé dans le rein 
métanéphrique in vivo, et pourrait jouer un rôle au cours de l'organogénèse (ROGERS 
et al., 1991). Egalement, IGF-I peut induire une hypertrophie des cellules du tubule 
proximal en culture (SEGAL et FINE, 1989). 
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Le facteur de croissance IGF-II (insulin-like growth factor-II) est constitué de 67 
acides aminés. Il est exprimé dans le rein foetal au niveau des cellules indifférenciées 
du stroma et du blastème (HAMMERMAN et al., 1992) et est absent dans les structures 
épithéliales du rein. Il y a une faible production d'IGF-II dans le rein humain adulte. 
IGF-II serait aussi impliqué dans l'organogénèse rénale (ROGERS et al., 1991). 
Les facteurs de croissance EGF (epidermal growth factor) et TGF-cx (transforming 
growth factor-ex) agissent via le même récepteur membranaire (EGFR, récepteur du 
facteur de croissance épidermique). L'EGF, un peptide de 53 acides aminés est surtout 
exprimé dans le rein adulte, dans lequel des récepteurs ont été retrouvés au niveau des 
glomérules, du tubule proximal et du tubule collecteur (HAMMERMAN et al., 1992). 
Le TGF-cx est plutôt exprimé durant le développement embryonnaire et ce dans les 
tubules métanéphriques. Il a été démontré, chez le rat, que TGF-cx était essentiel pour 
l'organogénèse rénale in vitro (ROGERS et al., 1992). 
La famille des facteurs de croissance TGF-/j, est composée de cinq membres 
(HAMMERMAN et al., 1992). Il a été démontré que TGF-/j inhibe la prolifération des 
cellules épithéliales rénales en culture (HOLLEY et al., 1980; WALSH-REIZT et al., 
1984) et retarde la croissance et le développement des glomérules, du tubule proximal 
et du tubule collecteur dans des cultures organotypiques du métanéphros de souris 
(A VNER et SWEENEY, 1990). TGF-/j influence aussi la production de certains 
constituants de la matrice extracellulaire tels que le collagène (IGNOZT et MASSAGUE, 
7 
1986), la fibronectine (IGNOZT et MASSAGUE, 1986), la ténascine (PEARSON et al., 
1988; CHIQUET-EHRISMANN, 1990), et les protéoglycans (BASSOLS et 
MASSAGUE, 1988). In vivo, l'addition de TGF-/j peut conduire à une accumulation 
de constituants de la matrice extracellulaire, menant à des déficiences rénales 
(HAMMERMAN et al., 1992; BARNARD et al., 1990; ROBERTS et al., 1990). 
Le facteur PDGF (Platelet-derived growth factor) est constitué de deux chaînes A et 
B qui s'assemblent pour former un dimère. Au niveau du rein foetal, les cellules 
mésangiales du glomérule (SHULTZ et al., 1988) et les cellules épithéliales du tubule 
proximal (KARTHA et al., 1988) produisent le PDGF qui est impliqué dans la croissance 
et le développement métanéphrique. 
Les facteurs FGF (fibroblast growth factor) soit le groupe "acidic" FGF (aFGF) et 
le groupe "basic" FGF (bFGF), sont produits dans le rein métanéphrique par les cellules 
endothéliales des capillaires et sont impliqués dans la vascularisation du rein 
(HAMMERMAN et al., 1992). 
Le NGF (nerve growth factor) est important pour le développement et le maintien 
des neurones (THOENEN, 1991; HAMMERMAN et al., 1992). C'est une molécule 
de 130 KD composée de trois sous-unités. Les récepteurs de ce facteur de croissance 
sont présents durant la néphrogénèse et l'inhibition d'expression de ceux-ci provoque une 
inhibition de la morphogénèse du rein (SARIOLA et al., 1991 ; HAMMERMAN et al., 
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1992). 
Le facteur HGF (hepatocyte growth factor) est un hétérodimère composé de deux 
sous-unités (69 et 34 KD) et impliqué dans les phénomènes de regénération du foie 
(NAKAMURA et al., 1989; ZARNEGAR et MICHALOPOULOS, 1989; 
MIYAZAWRA et al., 1989; MONTESANO et al., 1991b). Cette molécule est sécrétée 
par les cellules fibroblastiques (RUBIN et al., 1991; MONTESANO et al., 1991b), 
stimule la prolifération des cellules épithéliales du rein (RUBIN et al., 1991; KAN et 
al., 1991; IGAWA et al., 1991), augmente leur mobilité (MONTESANO et al., 1991a) 
et peut induire in vitro la morphogénèse de la lignée rénale MDCK (Mardin-Darby 
canine kidney) dans des gels de collagène de type I (MONTESANO et al., 1991a). Donc 
le HGF est un agent mitogène, motogène, et morphogène. 
4. Expression génétique des différents facteurs de transcription au cours de la 
néphrogénèse. 
Lors de la néphrogénèse, la conversion des cellules mésenchymateuses en cellules 
épithéliales résulte en un changement dans la composition de la matrice extracellulaire 
afin de modifier l'adhésion cellulaire et permettre cette transformation. La cible 
première du signal d'induction de la morphogénèse rénale se situe au niveau de 
l'expression de certains facteurs de transcription dont le rôle, de concert avec les facteurs 
de croissance, pourrait être de réguler l'expression des différentes molécules impliquées 
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dans la conversion épithélio-mésenchymateuse. 
La présence de certains facteurs de transcription, soit c-myc, N-myc, Pax-2 et WT-1 
(gène de la tumeur de Wilm's) a été observée lors de la néphrogénèse, mais le rôle exact 
de chacun, jusqu'à présent, n'est pas connu. 
Le proto-oncogène c-myc code pour une protéine nucléaire impliquée dans le contrôle 
de la prolifération cellulaire (LANGDON et al., 1986). La famille du proto-oncogène 
c-myc compte parmi ses membres L-myc (NAU et al., 1985; LEGOUY et al., 1987), 
et N-myc (KOHL et al., 1983; SCHWAB et al., 1983). La protéine c-myc est exprimée 
en tout temps durant la néphrogénèse chez la souris (MUGRAUER et EKBLOM, 1991). 
Par contre, N-myc n'est exprimé que dans les cellules mésenchymenteuses induites à se 
transformer en cellules épithéliales. N-myc serait un marqueur de l'induction et des 
premières étapes de la différenciation rénale (MUGRAUER et al., 1988). 
Le facteur de transcription Pax-2 se retrouve dans les cellules mésenchymateuses 
condensées et dans les premières structures épithéliales telles que le bourgeon urétérique 
et la structure en "S" (DRESSLER et DOUGLASS, 1992). Le facteur de transcription 
Pax-2 ne semble pas exprimé dans le rein adulte (DRESSLER et DOUGLASS, 1992). 
Le gène WT-1 (gène de la tumeur de Wilm's) code pour une protéine riche en sérine 
et en proline possèdant quatre doigts de zinc responsables de la liaison à l' ADN 
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(DRUMMOND et al., 1992). Le produit du gène WT-1 est exprimé dans le blastème 
métanéphrique et l'agrégat prétubulaire entourant le bourgeon utérique. WT-1 est 
également exprimé au niveau des podocytes dans les glomérules précoces. Lorsque les 
glomérules acquièrent leur capacité de filtration, WT-1 est réprimé 01 AN HEYNINGEN 
et HASTIE, 1992). Le rôle possible de WT-1 serait de réprimer l'expression des 
molécules impliquées dans la prolifération embryonnaire et induire l'expression des gènes 
régulant la différenciation terminale des cellules rénales 01 AN HEYNINGEN et 
HASTIE, 1992). L'absence d'expression du gène WT-1 dans certains types de tumeurs 
(tumeurs de Wilm's) résultent en une prolifération continue des cellules du blastème 
métanéphrique au lieu d'une différenciation (BECKWITH et al., 1990; DRUMMOND 
et al., 1992). Ces tumeurs retrouvées chez les enfants en bas âge sont caractérisées par 
l'absence d'expression de WT-1 mais aussi par l'expression du facteur de croissance 
IGF-II (DRUMMOND et al., 1992), de Pax-2 (DRESSLER et DOUGLASS, 1992) et 
de N-myc (MUGRAUER et al., 1988). 
5. Types cellulaires et rôles des différentes parties du néphron. 
Le néphron est l'unité fonctionnelle du rein. Le rein humain est constitué d'environ 
un million deux cent milles néphrons. Le néphron est composé du glomérule (avec la 
capsule de Bowman), du tubule proximal, de l'anse de Henlé, du tubule distal, du tubule 
connecteur et du tube collecteur (TISHER et MADSEN, 1986). 
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Le corpuscule rénal (contenant le glomérule et la capsule de Bowman) est composé 
de quatres types de cellules: les cellules endothéliales, les cellules mésangiales, les 
cellules pariétales et les podocytes. Les cellules endothéliales se retrouvent dans la paroi 
des capillaires du glomérule et font face à la lumière du capillaire. Les cellules 
mésangiales composent le mésangium qui entoure les capillaires glomérulaires. La 
capsule de Bowman est constituée de deux feuillets, le feuillet viscéral, qui est le plus 
interne et contient les podocytes, et le feuillet pariétal plus externe et composé de cellules 
pavimenteuses (cellules pariétales). Le glomérule constitue en fait un filtre sanguin et 
le filtrat passe dans les différents segments tubulaires du néphron pour être excrété sous 
forme d'urine. La formation d'urine est un processus physiologique complexe qu'intègre 
une séquence d'opérations bien définies tout le long des segments des néphrons. 
Le tubule proximal est le segment le plus actif sur le plan de la réabsorption et 
possède également les membranes les plus spécialisées. Il réabsorbe une grande partie 
des métabolites essentiels tels qu'ions, acides aminés, sucres et sodium. Au niveau des 
membranes du tubule proximal, des protéines membranaires sont impliquées dans le 
transport actif ou l'échange des différents métabolites, entre autres la pompe Na+ /K+ 
ATPase, l'échangeur Na+/H+, l'échangeur Na+/ca++, l'échangeur HC03-/Ci- et les 
symporteurs Na+-dépendants (BERRY, 1982; MOREL et CHABARDES, 1985). De 
plus, le tubule proximal est un site d'activité hydrolytique. Au niveau de la bordure en 
brosse, il y a distribution différentielle de la phosphatase alcaline et de la -y-
glutamyltranspeptidase le long des segments S1' S2 , et S3 du tubule proximal (BRIERE 
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et al., 1983a; 1983b; BRIERE et al., 1985). 
L'anse de Henlé et le tubule distal sont surtout impliqués dans l'excrétion du 
potassium et du bicarbonate. L'activité de réabsortion (ou des mouvements 
transépithéliaux de l'eau et non-électrolytes) au niveau du tubule distal est très faible, 
mais cela permet une régulation fine de l'homéostasie (BERRY, 1982; MOREL et 
CHABARDES, 1985). 
Le tube collecteur est composé de deux régions, soit le tubule connecteur qui 
correspond à la région se trouvant immédiatement après le tubule distal (et où est déversé 
l'urine en formation), et le tube collecteur proprement dit. Le tubule connecteur contient 
trois types cellulaires: les cellules intermédiaires, les cellules intercalaires et les cellules 
principales. Le tube collecteur est quant à lui surtout composé de cellules principales et 
de cellules intercalaires. Le tubule collecteur permet l'acidification de l'urine en 
formation, la réabsorption du bicarbonate, le transport du potassium, du sodium, des ions 
chlorure, du calcium, la réabsorption de l'eau et la sécrétion du magnésium (TISHER et 
MADSEN, 1986). 
6. Polarité des cellules épithéliales. 
Les cellules épithéliales ont comme caractéristique d'être des cellules hautement 
polarisées. La polarisation des cellules épithéliales se fait grâce à des signaux 
13 
extracellulaires générés par des interactions cellule-cellule ou cellule-substrat et dépend 
d'une structure, d'une composition de la membrane plasmique, et d'une organisation 
cytoplasmique bien définie. La membrane cytoplasmique des cellules épithéliales est 
constituée de trois régions. La région apicale fait face à la lumière du tubule. Cette 
surface apicale possède des microvillosités, qui permettent d'augmenter sa surface de 
contact et lui contèrent ainsi une plus grande capacité d'absorption. Le deuxième 
domaine correspond à la région latérale, responsable des interactions entre les cellules 
voisines. Les interactions sont réalisées par l'intermédiaire de différents types de 
jonctions cellulaires tels que les zonule occludentes Gonction serrée), les zonule 
adherentes Gonctions intermédiaires), les jonctions gap et les desmosomes (maculae 
adherentes). Les zonule occludentes se retrouvent au pôle apical. Le troisième domaine 
correspond à la région basale responsable de l'attachement des cellules à la matrice 
extracellulaire via des récepteurs tels que les intégrines (SCHOENENBERGER et 
MATLIN, 1991b). 
L'organisation cytoplasmique des cellules épithéliales produit une polarisation des 
structures cellulaires telle, que le noyau qui se retrouve dans la région basale, et les 
organites (ie. le golgi et les vésicules de transport) impliquées dans le transport 
intracellulaire et dans !'exocytose, localisés dans la région apicale des cellules. 
7. Différentes lignées cellulaires rénales établies. 
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Le rein est composé de plusieurs types cellulaires différents. La culture 
organotypique ou les cultures primaires de cellules rénales ne permettent pas d'étudier 
un type cellulaire particulier. De plus, les cultures primaires ont une durée de vie limitée 
in vitro. Donc l'établissement de lignées rénales est important pour l'étude des fonctions 
et des rôles des différents types de cellules composant le rein. 
L'immortalisation peut être définie comme étant une dérégulation de la prolifération 
cellulaire. L'établissement de lignées cellulaires peut se faire de façon spontanée, à 
l'aide d'agents chimiques (TVEITO et al., 1989), de rayons ultra-violets (U. V) (SHA Y 
et al., 1991), ou d'agents viraux, comme par exemple, le virus SV40. Ce papovavirus 
possède un ADN circulaire double brin de 5243 pb. Ce virus simien produit des 
infections lytiques tuant les cellules de singe, mais provoque la transformation de cellules 
d'autres espèces (rat, homme, etc) suite à l'intégration del' ADN viral dans le génome. 
La protéine grand T codée par la région précoce de SV40 est nécessaire à 
l'immortalisation (FANNING et KNIPPERS, 1992; SHAY et al., 1991). 
L'une des premières lignées rénales à être établie de façon spontanée, est la lignée 
BSC-1 (HOPPS et al., 1963). Cette lignée épithéliale provient du rein de singe 
d'Afrique (CerCQ,Pithecus aethiops). Elle a été utilisée comme modèle rénal afin de 
mesurer le PDGF (Platelet-derived growth factor) sécrété dans le milieu (KARTHA et 
al., 1988). Egalement, les cellules épithéliales BSC-1 ont été employées comme modèle 
afin d'étudier l'effet du potassium (MORDAN et TOBACK, 1984) et de facteurs de 
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croissance sur la prolifération rénale (FINE et al., 1985). 
ROMERO et al., (1992) ont isolé des segments provenant du tubule proximal de rein 
de lapin et déposé ces morceaux sur une couche de cellules qui produisent un rétrovirus 
contenant le grand T de SV40 et le gène de résistance au G418. Après la sélection, une 
lignée rénale vEPT (viral early proximal tubule) a été obtenue. Cette lignée ressemble 
aux cultures primaires de cellules du tubule proximal au point de vue morphologique et 
biochimique. Elle constitue un excellent modèle pour l'étude de la physiologie rénale 
et pour les études de transport du tubule proximal. 
En utilisant des souris transgéniques où toutes les cellules contiennent la région 
précoce de SV40, STOOS et al., (1991) ont isolé la partie corticale du tube collecteur 
et ont déposé ces morceaux sur un gel de collagène. Une lignée nommée CCD-Ml 
(cortical collecting duct M-1) a été obtenue. Elle a conservé les caractéristiques des 
cellules du tubule collecteur, et semble présenter un modèle utile afin d'étudier le 
transport d'ions dans cette portion du rein. 
Une autre lignée rénale, mais cette fois-ci d'origine humaine a été établie. 
DELARUE et al., (1991) ont à partir d'un rein provenant d'un bébé d'un mois, isolé les 
cellules épithéliales du feuillet viscéral de la capsule de Bowman. Ces cellules ont été 
transfectées avec le grand T de SV40 et l'oncogène H-ras et ont donné naissance à la 
lignée VEC (visceral epithelial cells). Cette lignée sert de modèle pour étudier le rôle 
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des cellules épithéliales du feuillet viscéral de la capsule de Bowman. 
Il existe d'autres lignées rénales qui sont plus connues et qui sont grandement 
utilisées. Il y a les LLC-PK-1 et les MDCK. Ces lignées ont été immortalisées de façon 
spontanée. L'origine précise de ces deux lignées est inconnue, car elles expriment toutes 
les deux des propriétes des tubules proximal et distal. La lignée LLC-PK-1 dérive du 
rein de porc (BIBER et al., 1983) et est utilisée pour étudier le transport d'ions et le 
transport du glucose 01 ANDEWALLE et al., 1989). La lignée MDCK (Mardin-Darby 
canine kidney) provient du rein de chien adulte et est surtout employée pour étudier la 
polarisation des cellules épithéliales. Les cellules MDCK forment une monocouche 
polarisée où les voies de transport baso-latérale des protéines ont été étudiées 0fEGA-
SALAS et al., 1987). 
Il existe très peu de modèles rénaux humains pour l'étude moléculaire des 
phénomènes impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Seulement 
deux lignées de rein foetal humain ont été décrites et constituent des candidats potentiels 
pour l'étude moléculaire. Ces lignées sont ST-li et ST-4i (ROBINSON et GOOCHEE, 
1991). Cependant l'origine cellulaire de ces lignées n'est pas clairement définie et 
l'utilisation de ces lignées comme modèle d'étude n'est pas possible. L'établissement 
d'une lignée humaine de rein foetal dont l'origine est connue est nécessaire afin d'étudier 
les mécanismes moléculaires impliqués dans la prolifération et la différenciation 
cellulaires rénales. 
8. Changement morphologique des cellules épithéliales (perte de 
polarité. 
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La mise en culture de cellules épithéliales peut provoquer une réorganisation et un 
changement morphologique des cellules épithéliales qui entraînent une conversion des 
cellules épithéliales en cellules d'allure fibroblastique. Ce phénomène est aussi observé 
lors de l'immortalisation de cellules. Cela s'explique par une perte de jonctions 
cellulaires, de polarité (ie. il y a une dédifférenciation), et par des changements profonds 
dans l'organisation et la composition du cytosquelette. Toutes ces modifications vont 
permettre aux cellules épithéliales de croître en culture. Ces changements sont 
nécessaires pour que les cellules épithéliales s'adaptent à leur nouvel environnement. 
Le cytosquelette est composé de trois réseaux: les microfilaments, les microtubules, 
et les filaments intermédiaires. 
Les microfilaments sont contitués principalement d'actine (42 KD) et de myosine (260 
KD). Les filaments constituées d'actine a et {3 ont une distribution hétérogène dans les 
cellules. Les filaments d'actine ont un rôle dans la stabilité et dans la mobilité cellulaire 
(ALBERTS et al., 1989, chapitre 11). Les microtubules, composés majoritairement de 
tubuline a et {3, agissent au niveau du déplacement des organites cellulaires et des 
vésicules impliquées dans le transport intracellulaire et !'exocytose (ALBERTS et al., 
1989, chapitre 11). Egalement les microtubules jouent un rôle important dans la mitose 
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(ALBERTS et al., 1989, chapitre 11). Les filaments intermédiaires comprennent les 
cytokératines exprimées dans les cellules épithéliales et la vimentine exprimée dans les 
cellules mésenchymateuses (ALBERTS et al., 1989, chapitre 11). 
L'expression des filaments intermédiaires est modifiée après une conversion des 
cellules épithéliales en cellules d'allure fibroblastique, suite à la transformation. BOYER 
et al., (1989) ont démontré qu'un substitut du sérum, soit l'Ultroser G, pouvait induire 
une conversion de la lignée épithéliale de rat NBT-II (carcinome de vessie) en cellules 
de type fibroblastoïde. Ces cellules "fibroblastoïdes" ont perdu leur polarité apico-
basolatérale et l'expression de la cytokératine a été remplacée par la vimentine. 
Egalement, dans une lignée épithéliale provenant des glandes mammaires de souris, 
REICHMANN et al., (1992) ont démontré que l'activation prolongée de l'oncogène c-fos 
résultait en une conversion des cellules épithéliales en cellules fibroblastoïdes avec 
modification d'expression de certains filaments intermédiaires. 
9. Projet de recherche. 
Les cultures primaires de cellules rénales ont une durée de vie limitée et leur 
phénotype se modifie en culture. Les lignées cellulaires déjà établies peuvent avoir un 
phénotype différent de celui retrouvé dans les cellules in vivo. De plus, peu de lignées 
cellulaires d'origine humaine provenant de régions définies du néphron existent. Dans 
le but d'établir un modèle d'étude de la prolifération et de la différenciation de cellules 
rénales humaines en culture, j'ai entrepris les projets suivants: 
1) Etablir une lignée cellulaire de rein foetal humain en utilisant comme agent 
immortalisant un plasmide contenant un mutant de la région précoce qui 
n'exprime que grand T de SV40 (.12005, SLEIGH et al., 1978) et le gène de 
résistance au G418 (néo.12005). 
2) Caractériser au point de vue biochimique la lignée cellulaire rénale afin de 
déterminer son origine cellulaire en mesurant les niveaux enzymatiques de la 
phosphatase alcaline et de la ')'-glutamyltranspeptidase (')'-GT). 
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3) Etudier l'aspect morphologique de la lignée cellulaire en utilisant la microscopie 
électronique à balayage et à transmission. 
4) Déterminer les constituants de la matrice extracellulaire et de la lame basale de 
la lignée cellulaire de rein foetal humain. 
Ce travail m'a permis de caractériser une lignée épithéliale unique de rein foetal 
humain provenant probablement du tubule proximal. Malgré quelques modifications 
phénotypiques, cette lignée pourrait s'avérer être un modèle valable d'étude de la 
prolifération et de la différenciation rénales humaines. 
II-MATERIEL ET METHODES 
1. Mise en culture des cellules de rein foetal humain. 
Les tissus rénaux humains provenant de foetus de 15 à 20 semaines de gestation ont 
été obtenus par avortement légal. Les reins complets ont été découpés en très petits 
morceaux. Les morceaux ont été traités avec une solution de dispase (25 U/ml)-
collagénase (35 U/ml) (Boehringer Mannheim, Canada, Laval, Québec, et Sigma 
chemicals, St-Louis, MO, USA, respectivement) durant 25 minutes à 37°C. Par la suite, 
les cellules rénales ont été recueillies par centrifugation et ont été mises en culture dans 
des vases de Pétris de 100 mm (Falcon Plastics, Los Angeles, CA, USA) dans un milieu 
DMEM (Gibco, Canada, Burlington, Ontario) contenant 10% de FBS (sérum de veau 
foetal) (Flow Laboratories, Mississauga, Ontario), 2 mM de glutamine, 0.5% (1.25 
µg/ml) de fongizone, 100 U/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine. Les vases 
de Pétris (contenant chacun 8 ml de milieu de culture) ont été incubés à 37°C dans une 
atmosphère composée de 95% d'air et 5% de C02• Les milieux ont été renouvelés 24 
heures après la mise en culture des cellules rénales. 
2. Immortalisation des cellules épithéliales rénales humaines. 
Une méthode de transfection aux liposomes (Lipofectin, Gibco BRL, Canada, 
Burlington, Ontario) a été utilisée afin d'immortaliser les cellules épithéliales. L' ADN 
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a été mélangé à des liposomes afin de neutraliser les charges négatives del' ADN et ainsi 
faciliter son entrée dans les cellules. Le plasmide contient un gène codant pour le grand 
T de SV40, soit ~005 (SLEIGH et al., 1978), lié au gène de résistance à l'antibiotique 
Généticine (G418). Le plasmide Néo~2005 (20 µg) dans un volume de 50 µl a été 
incubé pendant 15 minutes à la température de la pièce avec 50 µg de liposomes (50 µl) 
permettant la formation du complexe. Les cellules à 90 % de confluence ont été lavées 
avec une solution de PBS lX. Les cellules ont été trypsinisées avec une solution de 
0.25% trypsine-0.7 mM EDTA et ont été resuspendues dans 2 ml de milieu Opti-MEM 
(Gibco BRL, Grand Island, New York, USA) sans sérum. Le complexe ADN-lipofectine 
a été ajouté aux cellules en suspension. Par la suite, les cellules ont été transférées dans 
un vase de Pétri de 60 mm (Falcon Plastics, Los Angeles, CA, USA), et placées à 37°C 
dans un incubateur contenant 95 % d'air et 5 % de C02• Le milieu de culture a été 
remplacé par un milieu DMEM 10% FBS 24 heures après la transfection. La sélection 
a commençé 48 heures après la transfection en ajoutant au milieu 200 µg/ml de 
Généticine (G418) (Gibco BRL, Canada, Burlington, Ontario). Environ 15 à 20 jours 
plus tard, les clones résistants au G418 et ayant une bonne croissance ont été recueillis. 
Ces clones ont été considérés immortalisés après cinq passages. 
3. Etudes morpholo~igues. 
3 .1 Microscopie à contraste de phase. 
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Les cultures de cellules rénales ont été observées avec un microscope à contraste de 
phase Wild Leitz (Heerbrugg, Suisse) équipé pour la photographie optique. L'aspect 
général des cellules rénales a été le principal point d'étude. Des photographies 
représentatives ont été prises sur film de type TMAX 100 ASA (Kodak). 
3.2 Microscopie électronique à balayage. 
La préparation des échantillons est basée sur la méthode décrite par BOYDE et al. 
(1972) mais adaptée de façon à tenir compte des différents paramètres pouvant influencer 
la qualité de la fixation, tels qu'énumérés et commentés par VISSCHER et 
ARGENTIER! (1987). 
Une pré-fixation in situ de 30 minutes à la température de la pièce a été effectuée en 
remplaçant la moitié du milieu par un volume égal d'une solution pré-incubée à 37°C de 
glutaraldéhyde 2.8% tamponnée avec du cacodylate de sodium 0.2M (pH: 7.2). Cette 
étape a pour but de préserver l'intégrité des structures de surface et intracellulaires 
(BOYDE et al., 1972; SHA Y et WALKER, 1980; VISSCHER et ARGENTIER!, 
1987). Les cultures ont ensuite été fixées avec du glutaraldéhyde 2.8% dans le 
cacodylate de sodium 0.1 M (pH: 7.2) pendant 45 minutes à la température de la pièce, 
puis elles ont été rincées trois fois avec du cacodylate de sodium 0.1 M. Les cellules ont 
été post-fixées à la température de la pièce pendant 75 minutes dans une solution 
comprenant du tétroxyde d'osmium 2 % dans le tampon cacodylate de sodium 0.1 M. 
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Après trois lavages avec le cacodylate de sodium 0.1 M, deux carrés de 2.0 cm2 ont été 
découpés du fond du vase de Pétri. Les carrés-échantillons ainsi obtenus ont été soumis 
à une déshydratation séquentielle à l'aide de concentrations croissantes d'éthanol, 5 
minutes à 40%, 5 minutes à 70%, 5 minutes à 90% et 3 X 5 minutes à 100%. Pour la 
microscopie électronique à balayage, l'un des deux carrés-échantillons a été séché selon 
la technique du "critical point drying" (ANDERSON, 1951). Cette méthode permet de 
débarrasser l'échantillon de l'alcool par des lavages successifs avec un niveau constant 
de C02 liquide (à 22°C et sous une pression de 900 lbs) et de sublimer le gaz à la 
pression et à la température critiques de celui-ci (1300 lbs et 42 °C), tout en évitant une 
condensation d'eau qui serait dommageable pour l'échantillon. Un appareil Critical Point 
Dryer (Ladd Research Industries, Burlington, VT, USA) a été utilisé et chaque carré-
échantillon a été traité pendant une durée totale de 45 minutes. 
Le carré a été monté sur un porte-échantillon d'aluminium (Ladd Research Industries, 
Burlington, VT, USA) en le fixant à l'aide d'un ruban circulaire adhésif (recto et verso) 
et d'un peu de peinture d'argent (J.B.E.M Services, Dorval, Québec). L'échantillon 
ainsi monté a été recouvert d'or par évaporation (BOYDE et al., 1972) pendant 2 
minutes, avec un courant de 40 mA et sous une pression de 0.3 mbars. Un appareil 
Sl50B Sputter Coater (Edwards Canada, Oakville, Ontario) a été utilisé. Enfin, les 
échantillons ont été observés à 15 kV à l'aide d'un microscope électronique à balayage 
Stereoscan 120 (Cambridge Canada, Montréal, Québec) équipé d'une caméra N2000 
(Nikon). Des photographies représentatives des échantillons ont été prises sur films 
24 
Kodak de type Plus-X Pan 125 ASA. 
3.3 Microscopie électronique à transmission. 
Après la déshydratation séquentielle, l'autre carré-échantillon a été imprégné d'Epon 
(LX-112, Ladd Research Industries, Burlington, VT, USA) dans un vase de Pétri de 30 
mm (Falcon Plastics, Los Angeles, CA, USA), pendant 3 heures à la température de la 
pièce. Cette première imprégnation a été faite sous une pression atmosphérique contrôlée 
(25 mbars), afin de débarrasser l'échantillon de l'alcool en évitant la ré-oxygénation de 
l'Epon. Le carré-échantillon a été transféré dans un deuxième vase de Pétri pour être 
ré-imprégné dans des conditions identiques. Après cette seconde imprégnation, le vase 
de Pétri contenant le carré-échantillon a été incubé pendant 48 heures à 60°C pour 
permettre la polymérisation du milieu d'inclusion. Le vase de Pétri a été immergé dans 
l'azote liquide et cassé pour libérer le carré-échantillon. La monocouche de cellules 
enrobée a été détachée de son support en plastique et découpée en petits rectangles de 10 
mm2• Ces derniers ont été déposés dans des moules (J.B.E.M Services, Dorval, Québec) 
pour être à leur tour enrobés d'Epon. 
Des coupes de 800 A ont été faites à l'aide d'un couteau de diamant (Diatome, 
Bienne, Suisse) monté sur un ultramicrotome OmU3 (C. Reichert, Autriche). Les coupes 
ont été récupérées sur des grilles de cuivre de 200 mesh (Ladd Research Insdustries, 
Burlington, VT, USA) et colorées à l'acétate d'uranyle 1.0%-chlorure de sodium 0.89% 
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dans l'eau bidistillée (WATSON, 1958), et ensuite au citrate de plomb 2.66% dans du 
NaOH IN: eau bidistillée 16:84 (REYNOLDS, 1963). Les coupes ont été observées à 
60 kV avec un microscope électronique à transmission EM 300 (Philips Electronics, 
Scarborough, Ontario) équipé pour la micrographie. 
Avant d'effectuer les coupes ultra-fines pour la microscopie électronique, les 
échantillons ont d'abord été observés en microscopie optique. Des coupes d'un µm 
d'épaisseur ont été obtenues à l'aide d'un couteau de verre (LKB, Stockholm-Bromma 
1, Suède) monté sur un ultramicrotome Reichert OmU3. Les coupes ont été déposées sur 
des lames de verre à microscope (Fisher Scientific, Nepean, Ontario) et colorées au bleu 
de méthylène 1 %: borax 1 %: azur II 1 % (1:1:1). Par la suite, les coupes ont été 
montées sous lamelles avec l'Eukitt (MDS, Pointe-Claire, Québec). L'examen et la 
photographie ont été effectués à l'aide d'un microscope Photomicroscope II (Zeiss, 
Oherkochen, RFA) et les films utilisés étaient de type TMAX 100 ASA (Kodak). 
4. Analyses biochimiques. 
4.1 Homogénéisation. 
En vue de faire les différents dosages enzymatiques, les cellules ont été cultivées 
dans les vases de Pétris de 100 mm. Les cellules ont été recueillies dans 2 ml de PBS 
(68 mM de NaCl, 1.3 mM de KCl, 4 mM Na2HP04 et 735 mM de KH2P04) à l'aide 
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d'un policeman et ont été homogénéisées à l'aide d'un appareil de type Polytron 
(Brinkmann Instruments, Rexdale, Ontario). Les homogénats ont été conservés sur la 
glace. 
4.2 Dosa~e enzymatique de la phosphatase alcaline. 
L'activité de la phosphatase alcaline de la lignée rénale a été déterminée en mesurant 
la quantité de paranitrophénol libéré à. partir du paranitrophénol phosphate (PNPP) 
(EICHHOLZ, 1967). 
Afin de mesurer l'activité de la phosphatase alcaline, 1 ml de substrat contenant du 
paranitrophénol phosphate (4 mg/ml) et du chlorure de cobalt (2.4 mg/ml) (Sigma 
chemicals, St-Louis, MO, USA) dans un tampon glycine 0.025M pH: 10.5 (57 mM de 
glycine, 0.5 mM d'acétate de zinc, 0.5 mM de chlorure de magnésium) a été ajouté à 
100 µl d'homogénats. Les tubes ont été incubés à 37°C durant 30 minutes. La réaction 
a été arrêtée en ajoutant 5 ml NaOH 0.04 N. Quelques gouttes d'EDTA ont été ajoutées 
pour empêcher le mélange de devenir trouble. La densité optique a été déterminée au 
spectrophotomètre (Beckman DU 640, Mississauga, Ontario) à 410 nm. L'activité 
spécifique de la phosphatase alcaline a été calculée en utilisant une valeur déjà pré-établie 
pour la courbe standard de la phosphatase alcaline, et cette valeur correspond à la pente 
de la courbe, qui est de 2.87. 
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4.3 Dosage enzymatique de la 'Y-glutamyltranspeptidase. 
Les niveaux de -y-glutamyltranspeptidase ont été déterminés en mesurant le niveau de 
p-nitroanilide libéré à partir du substrat -y-glutamyl-p-nitroanilide (NAFT ALIN et al., 
1969). 
Dans un premier temps, 25 µl d'homogénats ont été prélevés et le volume a été 
complété à 100 µl total avec de l'eau bidistillée. Ensuite, 0.5 ml de -y-
glutamylnitroanilide (2.2 mg/ml) dans un tampon glycylglycine-tris-HCl 0.1 M pH: 7.8 
a été ajouté. Après une incubation à 37°C pendant 10 minutes, la réaction a été arrêtée 
par l'addition de 1 ml d'acide acétique 20%. Pour révéler plus précisément l'activité de 
la -y-glutamyltranspeptidase, une technique d'amplification mise au point par BRATTON 
et MARSHALL (1939) a été utilisée: trois incubations de 3 minutes chacune à la 
température de la pièce ont été faites respectivement en présence de 1 ml de nitrite de 
sodium 1 %, 1 ml de sulfamate d'ammonium 1 %, et 1 ml de N-naphthyléthylènediamine 
0.05% . La mesure de la densité optique a été effectuée à 550 nm. L'activité spécifique 
de la -y-glutamyltranspeptidase a été calculée en utilisant une valeur déjà pré-établie pour 
la courbe standard de la -y-GT, et cette valeur correspond à la pente de la courbe, qui est 
de 7.50. 
4.4 Dosage protéique (méthode de Bradford). 
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La quantité de protéines contenue dans les échantillons a été déterminée à l'aide de 
la méthode de micro-dosage mise au point par Bio-Rad (Bio-Rad, Mississauga, Ontario). 
Pour les échantillons, 1 µl d 'homogénat a été prélevé, et le volume a été complété à 
800 µl avec de l'eau bidistillée. Ensuite, 200 µl du réactif de Bradford composé d'une 
solution colorante, d'acide phosphorique et de méthanol (Bio-Rad, Mississauga, Ontario) 
a été ajouté. Après une incubation de 10 minutes à la température de la pièce, la densité 
optique a été mesurée à 595 nm avec un spectrophotomètre DU 640. 
Une courbe standard réalisée à l'aide de différentes concentrations de BSA (Bovine 
serum albumin) entre 0 µg et 20 µg a permis de déterminer la quantité de protéines. 
4.5 Expression des résultats. 
Toutes les activités enzymatiques ont été calculées en Unités Internationales (U.I) 
correspondant ainsi au nombre de µmoles de substrat transformé par minute. Dans ce 
travail, l'activité enzymatique a été exprimée en "activité spécifique", ie. en U.I/g de 
protéine. 
Nous avons déterminé la moyenne et l'erreur standard sur la moyenne pour les 
différentes conditions expérimentales. 
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5. Caractérisation de la lignée rénale par immunofluorescence indirecte. 
5 .1 Préparation du matériel. 
L'immunofluorescence indirecte a été faite sur les cellules en culture. Les cellules 
ont été mises en culture dans un vase de Pétri de 1 OO mm (Falcons Plastics, Los 
Angeles, CA, USA). A 90% de confluence, elles ont été recueillies avec la trypsine 
0.25%-EDTA 0.7 mM et diluées 10 fois avec le milieu de culture DMEM + 10% FBS 
+ G418 (200µg/ml). Par la suite, un volume de 400 µla été prélevé et déposé afin de 
couvrir une lame à microscope (Fisher Scientific, Montréal, Québec) préalablement 
recouverte de silane. Ces lames ont été placées dans un vase de Pétri de 100 mm et 
incubées à 37°C dans une atmosphère composé de 95% d'air et 5% C02• Vingt-quatre 
heures plus tard, les lames ont été utilisées pour l'immunofluorescence indirecte. 
Les lames silanisées ont été préparées avec la procédure décrite par MAZIA et al., 
(1975). Les lames à microscope ont été trempées pendant 1 minute dans une solution 
de 2 % de APES (3-aminopropyl-triéthoxy-sélane, Sigma chemicals, St-Louis, MO, USA) 
dans le méthanol. Les lames ont été lavées en les trempant dans le méthanol et dans 
l'eau distillée. Elles ont été séchées dans l'étuve pendant la nuit, et conservées à l'abri 
de la poussière jusqu'à usage. 
5.2 Anticorps utilisés. 
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Sur la lignée rénale, l'immunofluorescence indirecte a été effectuée en utilisant des 
anticorps contre la cytokératine (Boehringer Mannheim, Canada, Laval, Québec) et la 
vimentine (protéines des filaments intermédiaires), la fibronectine et les chaînes Bl et B2 
de la laminine (protéines de la matrice extracellulaire), la ténascine (marqueur de cellules 
mésenchymateuses), le collagène de type IV (composant de la lame basale), et 
l'uvomoruline ou E-cadhérine (constituant des jonctions cellulaires). Egalement, un 
anticorps dirigé contre la protéine grand T de SV40 (SV40 T Ag (Ab-1) (Oncogene 
Science, Nanhasset, NY, USA) a été utilisé afin de vérifier son expression. Tous ces 
anticorps ont été gracieusement fourni par le Dr. J.F. Beaulieu sauf l'anticorps grand T 
de SV40 qui a été fourni par le Dr. M. Bastin. La liste de tous les anticorps utilisés est 
montrée dans le tableau 1. 
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TABLEAU 1 
Immunofluorescence indirecte sur les cellules de la lignée rénale foetale humaine. 
Anticorps Source Nature Antigène Agent Dilution 
fixateur 
Cytokérati- Souris Monoclonal Kératine Méthanol 1/300 
ne (clones 
AE1/AE3) 
Vimentine Souris Monoclonal vimenti- Formal- 1/250 
ne déhyde 
Fibronectine Souris Monoclonal FN 15 Formal- 1/150 
(FN 15) déhyde 
Ténascine Lapin Polyclonal ténasci- Formal- 1/50 
ne déhyde 
Collagène IV Lapin Polyclonal Colla- Formal- 1/100 
gène IV déhyde 
2E8 Souris Monoclonal Laminine Méthanol 1/150 
uvomoruline Souris Monoclonal uvomo- Méthanol 1/50 
ruline 
SV40 Souris Monoclonal SV40 Méthanol 1/500 
5.3 Procédure pour l'immunofluorescence indirecte. 
La méthode générale est basée sur la procédure décrite par QUARONI (1985). Les 
lames avec les cellules à confluence ont été fixées pendant 45 minutes à 4 °c par 
immersion dans une solution de formaldéhyde 1 % à pH: 7.4 dans un tampon phosphate 
de sodium dibasique 100 mM. Elles ont ensuite été rincées 3 fois pendant 5 minutes 
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dans le PBS lX froid. Les groupes aldéhydes libres résultant de la fixation ont été 
neutralisés en incubant les lames dans une solution de glycine 100 mM dans le PBS lX 
pH: 7.4 pendant 45 minutes à 4 °C. Les lames ont été par la suite rincées 3 fois pendant 
5 minutes à la température de la pièce avec le PBS lX. Pour certains anticorps (voir 
tableau 1), une fixation au méthanol pendant 10 minutes à -20°C, suivie de 3 lavages 
rapides au PBS lX, a été réalisée au lieu de la fixation à la formaldéhyde suivie d'une 
neutralisation. 
Avant d'effectuer la réaction d'immunofluorescence, 50 µl d'une solution à pH: 7.4 
de 2% BSA (dans le PBS contenant 0.05% d'azide de sodium) ont été déposés sur les 
cellules. Celles-ci ont été incubées dans une chambre à humidité à la température de la 
pièce durant 45 minutes. Cette étape a permis de faire un "blocage par saturation" 
(HARLOW et LANE, 1988). Pour la réaction d'immunofluorescence, 50 µl de 
l'anticorps primaire dilué dans l'agent bloquant ont été déposés sur les lames. Elles ont 
été incubées dans une chambre à humidité pendant 45 minutes à la température de la 
pièce. A titre de contrôle, les anticorps primaires ont été remplacés par le BSA 2 %-
azide de sodium 0.05% dans le PBS lX pH: 7.4. Aucune réaction croisée n'a été 
observée. Après trois rinçages de 5 minutes dans le PBS lX, 50 µl d'anticorps de 
chèvre anti IG de souris (ou de lapin) conjugé à la fluorescéine ont été ajoutés sur les 
cellules, dans une chambre à humidité durant 30 minutes à la température de la pièce et 
à l'abri de la lumière. Les anticorps fluorescents obtenus commercialement (Boehringer 
Mannheim, Canada, Laval, Québec) ont été utilisés à une dilution de 1/25. La 
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fluorescéine émet dans le vert suite à une excitation par la lumière ultra-violette. Les 
lames ont été par la suite rincées pendant 10 minutes avec le PBS lX, colorées à l'Evan 
bleu 0.01 % (dans le PBS lX) durant 30 secondes, et lavées 10 minutes à la température 
de la pièce avec le PBS lX. Les lamelles ont été montées dans le glycérol: PBS (9: 1; 
pH: 7.5) contenant 0.1 % de paraphénylène diamine (HARLOW et LANE, 1988). 
Toutes les observations ont été effectuées à l'aide d'un microscope Reichert polyvar 
2 (Leica, Autriche). Des photographies représentatives ont été prises sur films Tri-X Pan 
400 ASA (Kodak). 
6. Incorporation de la thymidine tritiée (3H). 
Afin de déterminer la localisation des cellules de la lignée rénale 5 et 17 jours après 
la confluence synthétisant del' ADN, elles ont été incubées en présence de thymidine 
tritiée (77.8 Ci/mmole, New England Nuclear Corporation, Boston, MA, USA) à raison 
de 2 µCi par ml de milieu, pendant 3 heures. 
Par la suite, les cellules ont été fixées pour la microscopie électronique à 
transmission. Des coupes semi-fines d'un µm d'épaisseur ont été faites et colorées tel 
que décrit à la section 3.3. Ces lames ont été recouvertes d'émulsion NTB2 de Kodak 
(KOPRIWA et LEBLOND, 1962), pour être séchées pendant 90 minutes à la noirceur. 
Ensuite, les lames ont été exposées dans le noir à 4 °c pendant 4 semaines. Les lames 
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ont été développées dans le révélateur Kodak dans un bain à 16°C pendant 4 minutes et 
30 secondes. Les lames ont été fixées dans le DEKTOL pendant 5 minutes à la 
température de la pièce et colorées avec le rouge de Safranine 0.1 % pendant 1 minutes 
à 70°C. Elles ont ensuite été séchées à 37°C durant toute la nuit. Finalement, les lames 
ont été montées avec l'Eukitt (MDS, Pointe-Claire, Québec). L'examen et la 
photographie ont été faits à l'aide d'un microscope Photomicroscope II (Zeiss, 
Oherkochen, RFA) et les films employés étaient de type TMAX 100 ASA (Kodak). 
7. Extraction d' ARN. 
L'extraction del' ARN total de la lignée rénale est basée sur la méthode décrite par 
CHOMCZYNSKI et SACCHI (1987). 
Les cellules ont été cultivées dans les vases de Pétris de 100 mm. A confluence, les 
cellules ont été grattées à l'aide d'un policeman et centrifugées à 1500 rpm durant 5 
minutes afin d'enlever le milieu. Les cellules ont été resuspendues dans 0.5 ml de 
solution dénaturante (4M de guanidinium thiocyanate, 25 mM de citrate de sodium, pH: 
7.0, 0.5% N-lauroylsarcosine et O.lM 2-mercapto-éthanol). Ensuite, 50 µl d'acétate de 
sodium 2M pH: 4.0, 0.5 ml de phénol saturé dans du TE (Tris-HCl O.OlM et EDTA 
O.OOlM pH: 8.0), et 0.2 ml de chloroforme: alcool isoamylique 24: 1 ont été ajoutés. 
Une centrifugation à 4 °C et à 13 000 rpm durant 20 minutes a permis de séparer la phase 
contenant l' ARN total (phase supérieure) des débris cellulaires et protéines (phase 
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inférieure). La phase supérieure a été transférée dans un autre tube, et un ml 
d'isopropanol a été ajouté. Le tout a été incubé à -20°C durant 30 minutes afin de 
précipiter l' ARN total, et centrifugé pendant 10 minutes à 4 °C et à 10 000 g. Le culot 
a été dissout dans 0.3 ml de solution dénaturante et 0.3 ml d'isopropanol a été ajouté. 
Après incubation à -20°C pendant 30 minutes, l' ARN total a été récupéré grâce à une 
centrifugation à 10 000 g et à 4 °C pendant 10 minutes. Le culot a été resuspendu dans 
75 % éthanol en vortexant. Afin de dissoudre le guanidinium présent dans le culot, les 
échantillons ont été incubés 10 minutes à la température de la pièce, et ensuite 
centrifugés à 4 °C et à 10 000 g pendant 10 minutes. Les culots ont été séchés pendant 
10 minutes à la température de la pièce. L' ARN total a été resuspendu dans un volume 
variant entre 20 et 40 µl d'eau bidistillée stérile. La quantité d' ARN total obtenue a été 
mesurée par densité optique (D.O) des échantillons prise à l'aide d'un spectrophotomètre 
(Beckman DU 640, Mississauga, Ontario) à 260 nm. 
8. Etude de l'expression ~énétique. 
8.1 Northern Blot. 
L'expression génétique d' ARN messager spécifique a été analysée par northern blots. 
La méthode employée a été décrite par FOURNEY et al., (1988). Dans un premier 
temps, le gel a été préparé en dissolvant 1.5 g d'agarose (Sigma chemicals, St-Louis, 
MO, USA) dans 127.5 ml d'eau bidistillée et 15 ml de tampon MOPS lOX composé de 
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0.1 M de MOPS (acide sulfonique 3-[N-Morpholino] propane sodium) (Sigma chemicals, 
St-Louis, MO, USA), d'EDTA 0.5 Met de 48 mM d'acétate de sodium. Le mélange 
a été refroidi à une température de 50°C, avant d'ajouter un volume de 7.5 ml de 
formaldéhyde 37% (Fisher Scientific, Nepean, Ontario). Le gel a été coulé et laissé au 
moins une heure à la température de la pièce avant d'être utilisé. Pendant ce temps, les 
échantillons ont été préparés. Tout d'abord le volume nécessaire afin d'obtenir 20 µg 
d' ARN total a été prélevé. Un volume de 20 µl d'une solution "dénaturante" • a été 
ajoutée. Les échantillons ont été chauffés à 65°C pendant 15 minutes. Pour visualiser 
l' ARN dans le gel, un µl de bromure d'éthidium (1 mg/ml) a été ajouté aux échantillons. 
Les échantillons ont été déposés dans les puits du gel d'agarose dénaturant. La migration 
dans un tampon MOPS lX à 80 volts a duré sept heures. Une fois la migration 
terminée, une photo (Film polaroïd 4 x 5, Cambridge, USA) du gel a été prise afin de 
vérifier l'état de l' ARN. 
* Solution dénaturante 
Formamide 7.5 ml 
MOPS lOX 1.5 ml 
Formaldéhyde 37% 2.4 ml 
Glycérol 1.0 ml 
Eau bidistillée 1.0 ml 
Bromophénol blue 10 % 800 µl 
Mélan er, all uoter et mettre à -:LU ° C. g q 
8.2 Transfert des ARNs totaux. 
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Le transfert des ARN totaux à une membrane de nylon (Nytran+, Schleicher and 
Schuell, Ontario) a été réalisé selon la méthode de FOURNEY et al., (1988). Dans un 
premier lieu, six papiers à chromatographie 3 MM (Fisher Scientific, Nepean, Ontario) 
et une membrane de nylon de même dimension que le gel à transférer ont été découpés. 
La membrane de nylon a d'abord été trempée pendant 10 minutes dans l'eau bidistillée 
et transférée dans un bain contenant une solution de lOX SSC, composée de 1.5 M 
chlorure de sodium et 150 mM de citrate tri-sodique pendant 10 minutes. Trois papiers 
à chromatographie 3 MM ont été trempés dans le lOX SSC pour 10 minutes. Sur une 
éponge, trois papiers à chromatographie 3 MM mouillés avec la solution de lOX SSC ont 
été déposés. Le gel a été par la suite inversé sur les papiers, et la membrane de nylon 
a été déposée sur le gel. Ensuite, trois papiers à chromatographie 3 MM secs ont été 
placés sur la membrane de nitrocellulose. Environ 7 cm d'épaisseur de papier essuie-tout 
ont été déposés sur les papiers 3 MM. Une plaque de verre et un poids ont été placés 
par dessus les papiers essuie-tout. Le transfert a été fait à l'aide d'un tampon lOX SSC 
pendant 8 à 12 heures. Les ARNs transférés ont été fixés dans un four (Fisher 
Scientific, Nepean, Ontario) à 80°C sous vide pendant deux heures. La membrane de 
nylon a été conservée à l'abri de la lumière jusqu'à son utilisation. 
8.3 Préparation de fragments d' ADN pour les sondes radioactives. 
Un fragment du gène c-myc humain de 1300 pb correspondant à une partie du 3ïème 
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exon et à la région 3' non-codante de c-myc, a été cloné dans le vecteur d'expression 
pSP72 (2462 pb) dans les sites EcoRI-Clal (BERNARD et al., 1983). Un cDNA du gène 
de la -y-glutamyltranspeptidase de 1200 pb a été cloné dans le vecteur pUC18 (2700 pb) 
dans les sites Hindill-EçQfil (RAJPERT-DE MEYTS et al., 1988). 
Les plasmides ont été digérés afin de libérer les fragments de c-myc et de -y-GT. Ces 
fragments ont été utilisés pour faire les sondes radioactives. 
Les enzymes de restriction: EcoRI, BamHI, Clal, et Hindlll, ainsi que le tampon de 
digestion One-Phor-All utilisés provenaient de chez Pharmacia Biotech Inc (Baie d'Urfé, 
Québec). 
Afin de séparer chacun des fragments de leur vecteurs respectifs, les mélanges de 
digestion ont été déposés dans un gel Nusieve-agarose 2 % (FMC products, Rockland, 
ME, USA). La bande qui correspondait au fragment d'intérêt a été prélévée et déposée 
dans un eppendorf. L'eppendorf a été incubé à 70°C pour permettre au Nusieve de 
fondre. Par la suite, un ml de résine provenant de la trousse d'isolement de fragments 
d 'ADN PCR Magic Preps (Promega, WI, USA) a été ajouté et vortexé pendant 20 
secondes pour bien mélanger le tout. Le fragment a ensuite été isolé selon les 
recommendations du fabricant (Promega, WI, USA) sur colonne. L' ADN correspondant 
au fragment purifié a été conservé à -20°C jusqu'à son utilisation. 
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A partir des différents fragments de c-myc et de la -y-glutamyltranspeptidase (-y-GT), 
une incorporation d'un nucléotide marqué au phosphore 32 ([œ-32P]dCTP) a été faite afin 
de synthétiser des fragments d' ADN marqués qui ont été utilisés pour étudier l'expression 
des gènes c-myc et -y-GT dans la lignée rénale foetale humaine. 
Pour synthétiser une sonde d' ADN marquée au 32P, la trousse de marquage 
megaprime RPN 1607 (Amersham International, UK) a été utilisée. Le fragment d' ADN 
à être marqué a été dilué avec de l'eau bidistillée stérile pour obtenir une concentration 
finale du fragment de 2-25 µg/ml. A cette solution d' ADN, 5 µ1 d'une solution "primer" 
(amorce de 9 nucléotides) a été ajoutée, et le volume total a été ramené à 50 µI. Ce 
mélange a été chauffé pendant 2 minutes à 95-l00°C (pour permettre la dénaturation de 
l' ADN double brin) et a été rapidement transféré sur la glace (pour empêcher la 
renaturation del' ADN). L'incorporation d'un nucléotide marqué au phospore 32 ([œ-32-
P]dCTP) a ensuite été réalisée selon les recommendations du fabricant (Amersham 
International, UK). Le mélange réactionnel a été incubé à 37°C durant 10 minutes. La 
sonde radioactive a été séparée des nucléotides non incorporés par centrifugation pendant 
2 minutes à 1600 rpm sur une colonne de sephadex G50 (Pharmacia LKB, Uppsala, 
Suède). La sonde a été congelée à -20°C jusqu'à son utilisation. 
8.4 Préhybridation. 
Avant de procéder à la préhybridation, dont la méthode a été décrite par SINGH et 
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JONES, 1984, la membrane de nylon a été trempée dans une solution de 2X SSC pendant 
15 minutes. Pendant ce temps, la solution de préhybridation· a été chauffée à 68°C afin 
de dissoudre les agrégats contenus dans la solution. La membrane de nylon a été incubée 
avec la solution de préhybridation dans un sac scellé à 68°C avec agitation pendant 2 à 
4 heures. 
• Solution de préhybridation (héparine) 
STOCK 500 ml 
120 mM Tris pH: 7.4 1.0 M 60 ml 
600 mM NaCl 5.0M 60 ml 
8 mMEDTA 0.5M 8 ml 
0.1 % de pyrophosphate de 2% 25 ml 
sodium 
0.2% SDS 10% 10 ml 
Héparine 50 mg/ml 1 ml 
Eau bidistillée ----- 336 ml 
La solution d'hybridation· a été chauffée à 68°C pour dissoudre les agrégats. La 
solution d'hybridation avec la sonde radioactive a été chauffée à 92°C pendant 7 minutes 
et transférée dans la glace pendant 3 minutes. La solution de préhybridation a été 
remplacée par la solution d'hybridation. La membrane de nylon avec la solution 
d'hybridation a été incubée durant toute la nuit à 68°C. 
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• Solution d'hybridation 
STOCK 500 ml 
120 mM Tris pH: 7.4 1.0M 60 ml 
600 mM NaCl 5.0M 60 ml 
8 mM EDTA 0.5M 8 ml 
0.1 % de pyrophosphate 2% 25 ml 
de sodium 
0.2% SDS 10% 10 ml 
Héparine 50 mg/ml 6.25 ml 
10 % dextran sulfate 50 g 
Eau bidistillée ----- 330 ml 
Les membranes ont été lavées une fois dans une solution de 2X SSC à température 
de la pièce et deux fois pendant 30 minutes à 68°C avec agitation dans une solution de 
O.lX SSC et 0.1 % SDS. La membrane a été exposée dans une cassette à 
autoradiographie (FBXC 810, Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) contenant un film 
XAR-7 (Kodak, Rochester, New York) à -80°C. Les films ont été développés après 
une exposition qui pouvait varier entre 20 heures et 4 jours. 
9. Induction des cellules de la lignée rénale PT-1 par différentes substances et drogues. 
9 .1 Stimulation par le sérum. 
L'effet du sérum a été étudiée sur des cellules de la lignée rénale à confluence. Une 
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incubation pendant 24 heures dans un milieu DMEM sans sérum a été faite et cela 
constitue un contrôle. Ensuite, le milieu a été remplacé par du milieu DMEM 10% FBS 
pendant 1 heure, 2 heures, 4 heures et 24 heures. L'extraction d' ARN pour les 
différents temps d'incubation a été effectuée selon le protocole décrit à la section 7.0. 
9.2 Effet d'agents inducteurs et inhibiteurs de la différenciation cellulaire de 
la li2née rénale. 
Les cellules ont été cultivées dans des vases de Pétris de 100 mm, et à confluence ont 
été incubées avec le dexaméthasone et de l'acide rétinoïque pendant 0, 5, et 10 jours. 
La concentration de dexaméthasone qui a été employée est de 10-1M tandis que celle de 
l'acide rétinoïque est de 10-5M. L'effet d'agents inducteurs et inhibiteurs de la 
différenciation cellulaire sur la lignée rénale PT-1 a été étudié. Les cellules à confluence 
ont été incubées avec le butyrate de sodium (5 mM), le 5-azacytidine (5 µM), le DMSO 
(140 mM), le HMBA (5 mM), le méthyl-formamide (250 mM) pendant 10 jours et avec 
la suramine (70 µM) pendant 9 jours. Des échantillons incubés avec le dexaméthasone, 
l'acide rétinoïque et des agents inducteurs et inhibiteurs de la différenciation cellulaire 
ont été préparés pour la microscopie électronique à balayage et à transmission qui sont 
décrites aux sections 3.2 et 3.3 respectivement et l'activité spécifique de la phosphatase 
alcaline et de la ')'-GT a été mesurée tel que décrit à la section 4.0. 
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9.3 Effet du milieu sans glucose. 
Afin d'étudier l'effet du milieu sans glucose, les cellules ont été cultivées avec un 
milieu DMEM 10% FBS avec 4g/L de glucose ou un milieu sans glucose (Gibco, 
Burlington, Ontario). Cinq jours et dix jours après la confluence, des échantillons ont 
été prélevés pour la microscopie électronique à balayage et à transmission qui sont 
décrites aux sections 3.2 et 3.3 respectivement. 
III-RESULTATS 
1. Immortalisation des cellules de rein foetal humain. 
Les cultures primaires de cellules rénales ont une durée de vie limitée in vitro, et les 
cellules épithéliales peuvent se dédifférencier en culture afin de permettre leur survie in 
vitro. L'établissement de lignées cellulaires épithéliales de rein foetal est donc nécessaire 
afin d'étudier les mécanismes impliqués dans la prolifération et la différenciation de 
cellules épithéliales définies provenant du rein. 
Les cellules mises en culture à partir de reins foetaux humains ont été immortalisées 
avec le plasmide Néo..12005 contenant un mutant du virus SV 40 ne produisant que grand 
T (A2005) (SLEIGH, 1978) et le gène de résistance au G418 suite à une transfection à 
la lipofectine (Gibco BRL, Canada, Burlington. Ontario). Une seule transfection avec 
le plasmide NéoA2005 a été faite et après la sélection avec l'antibiotique Généticine 
(G418), dix lignées cellulaires résistantes au G418 et ayant une bonne croissance après 
cinq passages ont été obtenues et considérées comme immortalisées. Une seule de ces 
lignées a été analysée davantage. Cette lignée cellulaire, appelée PT-1 (proximal tubule-
1) présente un caryotype normal après 10 passages in vitro. Je présente par la suite une 
caractérisation morphologique et biochimique de cette lignée cellulaire de rein foetal 
humain unique. 
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2. Détermination de l'origine cellulaire de la lignée rénale PT-1. 
Nous avons vérifié par immunofluorescence indirecte la présence des cytokératines, 
un marqueur de cellules épithéliales. La figure 7 A montre un marquage positif des 
cellules. Egalement, afin de confirmer l'ori~ine des cellules, des dosages enzymatiques 
de la phosphatase alcaline (PA) et de la '}'-glutamyltranspeptidase (-y-GT) de la lignée 
rénale PT-1 et des cellules fibroblastiques NIH 3T3 montrent que la lignée PT-1 est 
d'origine épithéliale (tableau 2). En effet, les activités spécifiques pour la PA et la -y-GT 
sont plus élevées dans la lignée PT-1 que dans la lignée fibroblastique NIH 3T3. Les 
activités enzymatiques de la lignée PT-1 ne peuvent être comparer d'une expérience à 
l'autre à cause de grandes variations qui sont dues au stade de confluence des cellules. 
La lignée rénale PT-1 semble aussi provenir du tubule proximal puisqu'une forte 
production de PA et de 'Y-GT est mesurée dans ce segment du néphron (BRIERE et al., 
1983a; 1983b; BRIERE et al., 1985). 
Nous avons vérifié l'aspect de la lignée PT-1 à différents stades de culture. La figure 
1 montre en contraste de phase, les cellules rénales à sous confluence (lA) et à 
confluence (lB). Les cellules rénales adoptent une forme fusiforme, allongée, avec une 
morphologie fibroblastique. Donc les cellules à sous-confluence et à confluence ne 
ressemblent pas à des cellules d'allure épithéliale. Cependant, dix-sept jours après la 
confluence, les cellules ont une morphologie plus cuboïdale et ressemblent davantage à 
des cellules épithéliales (résultats non-montrés). 
Figure 1. Aspect des cellules PT-1 en microscopie à contraste de phase. 




Activités enzymatiques d'une lignée rénale humaine, comparées à celle d'une lignée 
fibroblastique (NIH 3T3). 
Phosphatase Alcaline "(-glutamyltranspeptidase 
(U.I/g prot.) (U.I/g prot.) 
NIH 3T3 191 290 
PT-1 411 4000 
48 
3. Caractérisation morphologique de la lignée épithéliale PT-1. 
Afin de caractériser davantage la lignée rénale PT-1, nous avons étudié l'aspect 
morphologique des cellules rénales à différents stades de culture par la microscopie 
optique, microscopie électronique à balayage et microscopie électronique à transmission. 
Les résultats obtenus sont présentés dans les sections suivantes. 
3.1 Microscopie optique. 
La microscopie optique, montre que la lignée rénale PT-1 en culture ne forme pas 
après la confluence une mono-couche de cellules (figure 3). A confluence, la lignée PT-
1 forme une mono-couche (résultats non-montrés) , mais à cinq jours après la confluence 
(figure 3A), deux couches de cellules peuvent être distinguées. Dix jours après la 
confluence (figure 3B) , le nombre de couches de cellules passe de deux à trois, et dix-
sept jours après la confluence (figure 3C), le nombre de couches de cellules a doublé. 
A ce stade, la couche supérieure est différente des autres couches. Elle est plus 
compacte, avec peu d'espace intercellulaire. Les autres couches présentent un aspect 
différent, moins organisé, avec de nombreux espaces intercellulaires. Donc, en culture, 
il y a formation d'un système multi-couche et une absence d' inhibition de contact. Par 
contre, la lignée cellulaire PT-1 arrête de proliférer en absence de sérum (résultats non-
montrés). 
Figure 2. Etude par microscopie optique de l'évolution morphologique de la lignée PT-1 
en fonction du temps de culture. 
Coupes transversales semi-fines (1 µM) des cellules à 5 jours après la confluence (A) ( x 





Figure 3. Etude par microscopie électronique à balayage de la lignée 
cellulaire PT-1 en fonction du temps de culture. 
Aspect des cellules après 5 jours de culture (A) (X 2830), après 10 jours de culture (B) 
(X 2640) et après 17 jours de culture (C) ( x 1950) après la confluence. 
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3.2 Microscopie électronique à balayage. 
Cinq jours après la confluence (figure 2A), les cellules possèdent à leur surface des 
microvillosités avec une distribution hétérogène, au niveau de leur nombre par cellules. 
Dix jours après la confluence (figure 2B), le nombre de cellules portant des 
microvillosités augmente et leur distribution demeure hétérogène. Dix-sept jours après 
la confluence (figure 2C), les microvillosités sont plus abondantes, mais leur distribution 
reste hétérogène. Il est intéressant de constater, dix-sept jours après la confluence, 
l'apparition d'un cil central par cellule à ce stade (Comparer figure 2A, 2B, 2C). 
3.3 Microscopie électronique à transmission. 
La microscopie électronique à transmission permet une visualisation des 
ultrastructures cellulaires. Cette méthode est utile pour caractériser l'aspect 
morphologique des cellules. La microscopie électronique à transmission montre les 
différentes caractéristiques du système multi-couche formé par la lignée cellulaire PT-1 
(figure 4). Cinq jours après la confluence (figure 4A) , il y a deux couches cellulaires 
superposées avec des espaces vides entre elles. Les cellules ne montrent aucune évidence 
de polarisation épithéliale ou de signes de différenciation. Les cellules sont caractérisées 
par la présence de gros noyaux de forme allongée, et par l ' absence de jonctions 
cellulaires, comme par exemple, les zonule occludentes Uonction serrée), ou les jonctions 
gap. Dix jours après la confluence (figure 4B) , il n'y a pas de changements dans 
Figure 4. Analyse par microscopie électronique à transmission des 
ultrastructures cellulaires de la lignée rénale PT-1 . 
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A) Aspect de l'ensemble des couches cellulaires 5 jours après la confluence (x 18 040). 
B) Morphologie ultrastructurale des couches cellulaires présentes 10 jours après la 
confluence (X 4 760). Les flèches indiquent des dépots de collagène. C) Aspect 
structural de la couche supérieure des cellules de la lignée 17 jours après la confluence 




l'organisation cellulaire, ie. il y a toujours de gros noyaux de forme allongée, avec une 
absence de jonctions cellulaires. A ce stade le système n'est pas constitué de couches 
cellulaires compactes, puisqu'il y a des espaces entre les couches cellulaires. Cependant, 
dix jours après la confluence, des régions contenant des dépôts de collagène sont 
observées (figure 4B, au niveau des flèches). Dix-sept jours après la confluence, tel que 
montré par la microscopie optique, il y a six couches de cellules, mais la couche 
supérieure présente un aspect morphologique différent des autres couches (figure 4C). 
Les cellules contenues au niveau de cette couche cellulaire sont plus compactes et 
possèdent un gros noyau de forme plus ou moins circulaire. La caractéristique 
importante de cette couche cellulaire est la présence de jonctions cellulaires, comme par 
exemple, les desmosomes et les zonule occludentes Gonction serrée) (figure 4C, flèche). 
Cette couche est légèrement polarisée comparativement aux autres couches. Des 
structures foncées de grosseur variable appelé corps résiduels sont aussi observées à tous 
les stades étudiés (figure 4A, 4B et 4C). Ces corps résiduels sont un signe d'une grande 
activité métabolique des cellules de la lignée cellulaire rénale PT-1. 
Dix-sept jours après la confluence, un système multi-couche est formé, et la couche 
supérieure montre des caractéristiques différentes de celles des autres couches. La 
couche supérieure est caractérisée par la présence de cils centraux (figure SA) et de 
jonctions cellulaires probablement de type zonula occludens Gonction serrée) au pôle 
apical de la cellule (figure SB). La figure SC .(flèches) montre à la base des cellules de 
la couche supérieure, la formation d 'Ùne lame basale. Par conséquent, la présence de 
Figure 5. Mise en évidence par la microscopie électronique à transmission des 
différentes structures des cellules PT-1 17 jours après la confluence. 
A) Présence d'un cil à la surface cellulaire de la couche supérieure (x 25 000). B) 
Illustration d'une jonction cellulaire de type zonula occludens (X 36 000). C) Mise en 
évidence d'une lame basale (flèches) ( X 13 940). 
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jonctions cellulaires et d'une lame basale démontre un début de polarisation de cette 
couche cellulaire. 
Donc la lignée cellulaire rénale PT-1 forme un système multi-couche après dix-sept 
jours de culture, système composé d'une couche de cellules légèrement polarisée reposant 
sur plusieurs couches de cellules non-pol arisées et désorganisées. 
4. Mesures biochimiques sur la lignée cellulaire rénale PT-1. 
Nous avons mesuré l'activité enzymatique de la phosphatase alcaline (PA) et de la 'Y-
glutamyltranspeptidase ("(-GT), qui sont des marqueurs de cellules épithéliales provenant 
du tubule proximal rénal (figure 6), à différents temps de culture. Les résultats obtenus 
représentent les activités spécifiques exprimées en µmoles/min/g de protéines (U.I/g de 
protéines). 
La phosphatase alcaline, une glycoprotéine membranaire, est retrouvée principalement 
au niveau de la bordure en brosse le long du tubule proximal. Elle semble avoir un rôle 
au niveau de la sécrétion et de l'absorption le long du tubule proximal. La figure 6A 
montre que l'activité de la PA augmente de façon graduelle jusqu'à sept jours après la 
confluence, pour atteindre un niveau relativement stable jusqu'à dix-sept jours après la 
confluence (les variations observées sept jours après la confluence ne sont pas 
significatives, p > 0.05) . 
Figure 6. Détermination de l'activité enzymatigue de la phosphatase alcaline 
et de la ')'-GT à différents temps en culture. 
Histogrammes de l'activité spécifique de la phosphatase alcaline (A) et de l'activité 
spécifique de la -y-glutamyltranspeptidase (B) en fonction du temps de culture: 2 jours 
avant la confluence (-2), confluence (0) , 2, 5 7, 10 et 17 jours après la confluence. Les 
activités sont données en U.I/g protéines et représentent les moyennes de 4 expériences 
indépendantes. 
A) Phosphatase alcaline 
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La -y-glutamyltranspeptidase est une enzyme membranaire impliquée dans le métabolisme 
du glutathione. Cette enzyme se trouve à la surface des cellules épithéliales du tubule 
proximal, jouant un rôle important au niveau de l'absorption et de la sécrétion. La figure 
6B montre que l'activité spécifique de la î'-GT augmente de façon continue jusqu'à dix-
sept jours après la confluence (p < 0.005). 
L'activité spécifique de la PA et de la '}'-GT augmente avec le temps de culture, 
indiquant une certaine différenciation fonctionnelle de la lignée rénale PT-1 en culture. 
De plus, sept jours après la confluence, la PA et la î'-GT sont différentiellement 
exprimées. 
5. Immunofluorescence indirecte. 
La composition de la matrice extracellulaire, des filaments intermédiaires et de la 
lame basale a été étudiée par immunofluorescence indirecte. 
Lors de la transformation de cellules épithéliales par le grand T de SV40, il peut se 
produire une dédifférenciation des cellules, qui se traduit par des changements 
d'expression des protéines des filaments intermédiaires. La microscopie optique sur des 
cellules épithéliales de la lignée rénale PT-1 à confluence montre qu'elles ont un aspect 
fibroblastique puisqu'elles ont une allure fusiforme. L'immunofluorescence indirecte a 
été réalisée sur des cellules de la lignée rénale, à confluence, afin de caractériser le 
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phénotype de la lignée cellulaire PT-1. Des anticorps contre des constituants de cellules 
mésenchymateuses et de cellules épithéliales ont été utilisés (voir la section 6, dans 
Matériel et méthodes). Les résultats obtenus sont décrits dans les sections suivantes. 
5 .1 Expression de la cytokératine. 
La cytokératine est un marqueur de cellules épithéliales, puisque cette protéine est 
retrouvée seulement au niveau des filaments intermédiaires des cellules épithéliales 
(FUCHS, 1988). L'immunofluorescence indirecte avec un anticorps contre la 
cytokératine montre un marquage positif pour la cytokératine (figure 7A), mais ce 
marquage est hétérogène, ce qui indique une variation d'expression de la kératine entre 
les cellules. 
5.2 Expression de la vimentine. 
La vimentine est un constituant des filaments intermédiaires des cellules 
mésenchymateuses (ALBERS et FUCHS, 1992). Par contre, des cellules épithéliales 
transformées peuvent exprimées la vimentine (PAINE et al., 1992; SOMMERS et al., 
1992). La figure 7B montre un marquage cytoplasmique positif et hétérogène pour la 
vimentine, comme dans le cas de la kératine. 
5. 3 Expression de la fibronectine. 
Figure 7. Détection par l'immunofluorescence indirecte des protéines des filaments 
intermédiaires et de la matrice extracellulaire. 
L'immunofluorescence indirecte a été faite sur des cellules de la lignée rénale PT-1 
à confluence. (-) : contrôle négatif, ( +) : réaction avec l'anticorps. 
A) Expression de la cytokératine (X 320). B) Expression de la vimentine ( x 320). 





La fibronectine est un constituant majeur de la matrice extracellulaire des cellules 
mésenchymateuses (McDONALD, 1989). La figure 7C montre l'immunofluorescence 
indirecte obtenue avec un anticorps monoclonal contre la fibronectine. Il y a un 
marquage positif hétérogène des cellules de la lignée rénale PT-1. Le patron de 
marquage n'est pas diffus mais plutôt localisé sous forme de filaments . 
5 .4 Expression de la ténascine. 
La ténascine est un marqueur de cellules mésenchymateuses (CHIQUET-EHRIS-
MANN et al., 1986; AUFDERHEIDE et al., 1987; INAGUMA et al., 1988; NATAL! 
et ZARDI, 1989). La figure 8A (photo de droite) présente un marquage positif et 
hétérogène pour la ténascine. D'après la photo, il y a expression de ténascine dans le 
cytoplasme des cellules, mais également entre les cellules. L'expression de la ténascine 
a été récemment démontrée dans certaines lignées épithéliales transformées in vitro 
(NATAL! et ZARDI, 1989). 
5 .5 Expression du collagène de type IV. 
Le collagène de type IV est l'un des composants majeurs de la lame basale des 
cellules épithéliales. Cette glycoprotéine est synthétisée par des cellules provenant du 
tubule proximal de souris (WOLF et al., 1991). La figure 8B illustre un marquage 
positif pour le collagène de type IV, et le patron d'expression est hétérogène. 
Figure 8. Détection par immunofluorescence indirecte des composants de la lame basale 
et de la matrice extracellulaire. 
L'immunofluorescence indirecte a été faite sur des cellules de la lignée PT-1 à 
confluence. (-): contrôle négatif, ( + ): réaction avec l'anticorps. 
A) Expression de la ténascine (X 320). B) Expression du collagène de type IV 





5.6 Expression des chaînes Bl et B2 de la laminine. 
L'anticorps utilisé pour déterminer l'expression des chaînes Bl et B2 de la laminine 
est l'anticorps monoclonal 2E8. Cet anticorps est dirigé contre un fragment des chaînes 
Blet B2 obtenu par digestion avec l'élastase de la laminine. Les chaînes Bl et B2 sont 
des constituants de la matrice extracellulaire des cellules mésenchymateuses et également 
des cellules épithéliales (KLEIN et al., 1990). Selon la figure SC, il y a expression des 
chaînes Bl et B2 de la laminine. Le marquage est cytoplasmique et homogène puisque 
toutes les cellules expriment les chaînes Bl et B2 de la laminine à des niveaux variables. 
La laminine est composée de trois chaînes: soit en la chaîne Bl, B2 et la chaîne A. 
Au niveau de la lame basale des cellules épithéliales, il y a expression spécifique de la 
chaîne A de la laminine (KLEIN et al., 1990). L'immunofluorescence indirecte avec un 
anticorps monoclonal dirigé contre la chaîne A de la laminine n'a pas permis de 
démontrer la présence de la chaîne A de la laminine (résultats non-montrés). 
5. 7 Expression de l'uvomoruline (ou E-cadhérine). 
L'uvomoruline est une protéine retrouvée au niveau des jonctions cellulaires de type 
zonula occludens Gonction serrée) et zonula adherens, et est localisée aux endroits de 
contacts entre les cellules (ZETTL et al., 1992). La présence de jonctions cellulaires 
entre les cellules est un signe de polarisation cellulaire. 
Figure 9. Détection par immunofluorescence indirecte de l'uvomoruline. 
L'immunofluorescence indirecte a été faite sur des cellules à confluence. (-): 
contrôle négatif, ( + ): réaction avec l'anticorps. 
A) Expression de l'uvomoruline sur des cellules à confluence (X 320). B) Expression 
de l'uvomoruline sur des cellules 10 jours après la confluence (X 320). 
A 
B 
Figure 10. Détection par immunofluorescence indirecte de la protéine grand T de SV 40. 
L'immunofluorescence indirecte a été réalisée sur des cellules à confluence. (-): 




Une immunofluorescence indirecte sur des cellules à confluence avec un anticorps 
monoclonal contre l'uvomoruline est présentée à la figure 9A. A confluence, il n'y a pas 
d'expression d'uvomoruline (figure 9A). Cependant, dix jours après la confluence 
(figure 9B), il y a un marquage positif pour l 'uvomoruline, et ce marquage semble 
localisé au niveau des contacts entre les cellules, mais également, au niveau du 
cytoplasme. 
5.8 Expression de la protéine grand T de SV40. 
La capacité d'immortaliser du produit du gène grand T de SV40 dépend de sa capacité 
de lier les produits des gènes cellulaires Rb et p53 impliqués dans le contrôle de la 
prolifération (SHAY et al., 1991). Nous avons voulu vérifier la présence continue de 
l'antigène grand T de SV40 par immunofluorescence indirecte avec un anticorps contre 
le produit du gène grand T (SV40 T Ag (ab-1)) (Oncogene science, Nanhasset, NY, 
USA). La figure 10 montre l'expression de la protéine grand T localisée dans le noyau 
des cellules de la lignée rénale PT-1. Le patron d'expression est homogène puisque tous 
les noyaux des cellules expriment la protéine grand T de SV40. 
6. Mesure de la prolifération des cellules rénales de la lignée PT-1. 
La lignée rénale PT-1 forme un système multi-couche en culture. Afin de déterminer 
le degré de prolifération des cellules, nous avons vérifié la synthèse d' ADN par 
Figure 11. Détermination de la localisation de la synthèse d 'ADN par autoradiographie 
suivant l 'incorporation de thymidine tritiée. 
Incorporation de thymidine tritiée pendant 3 heures par les cellules 5 jours après la 
confluence (A: X 4720 et B: X 4000 ). Incorporation de thymidine tritiée durant 3 




incorporation de thymidine tritiée in situ, sur des cellules, cinq jours et dix-sept jours 
après la confluence. Après une incorporation de trois heures de thymidine tritiée, les 
cellules ont été fixées, post-fixées avec le tétraoxyde d'osmium, et imprégnées dans 
l'épon. Des coupes semi-fines (1 µm) ont été réalisées recouvertes d'émulsion et 
révélées d'après la méthode décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats 
obtenus sont présentés à la figure 11. Une incorporation de thymidine tritiée avec des 
cellules à cinq jours après la confluence (figure 1 lA et 1 lB) montre qu'il y a une 
synthèse d' ADN au niveau des deux couches de cellules, puisque des noyaux de chacune 
de ces couches sont marqués. Dix-sept jours après la confluence (figure llC et llD), 
avec cinq à six couches cellulaires présentes, la synthèse d' ADN n'est pas localisée au 
niveau d'une seule couche, puisque des noyaux sont marqués à tous les niveaux. Donc, 
les cellules prolifèrent indépendammemt de l'endroit où elles se trouvent dans les couches 
cellulaires. Egalement, la synthèse d' ADN est plus forte à cinq jours qu'à dix-sept jours 
après la confluence après comparaison du nombre de noyaux marqués (figure 11). 
7. Expression des ARN messagers de c-myc et de la -y-GT. 
La lignée cellulaire PT-1 obtenue grâce à la transformation par le grand T de SV 40 
présente un dérèglement du contrôle négatif de la croissance cellulaire. Afin de 
déterminer la réponse de ces cellules à des stimuli de croissance, nous avons vérifié 
l'expression du proto-oncogène c-myc. Le gène c-myc est un "early immediate gene", 
ie. que c'est l'un des premiers gènes à être stimulé suite à un signal de prolifération 
Figure 12. Analyse par Northern de l'expression de c-myc et de y-GT. 
A) Effet du sérum sur l'expression de c-myc et de la )'-GT. Les ARNs totaux ont été 
isolés des cellules PT-1 stimulées par le sérum entre 1 heure et 24 heures. Les ARNs 
ont été hybridés à une sonde ADN spécifique à la )'-GT (GGT) et à c-myc (mye). 
L' ARNr 28 S donne une mesure des quantités relatives d' ARN dans chaque puits. B) 
Expression de la )'-GT à confluence et 2, 5, 7, et 10 jours après la confluence. Le filtre 
a été réhybridé à une sonde d' ADN de la glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase de 
rat (GAPDH) qui donne une mesure des quantités relatives d' ARN dans chaque puits. 




(LANGDON et al., 1986). La privation des cellules du sérum conduit à un arrêt de 
croissance et l'ajout de sérum induit transitoirement l'expression de c-myc et stimule la 
prolifération cellulaire dans de nombreux types cellulaires (DEAN et al., 1986a; 
NEPVEU et al., 1987a; 1987b). Les cellules PT-1 ont été incubées pendant 24 heures 
dans un milieu sans sérum et stimulées par l'addition d'un milieu avec sérum. D'après 
la figure 12A, l' ARNm de c-myc est stimulé transitoirement suite à l'addition de sérum, 
ce qui indique une réponse normale de cette lignée cellulaire à des stimuli extracellulaires 
de croissance tels que le sérum. Egalement, l 'expression du gène de la -y-
glutamyltranspeptidase (-y-GT), un marqueur de différenciation, n'est pas affectée par le 
sérum (figure 12A). 
Les dosages enzymatiques de la -y-GT à différents temps après la confluence montrent 
une augmentation graduelle de l'activité spécifique. Afin de vérifier si l'augmentation 
de l'activité de la -y-GT peut dépendre de l'induction des ARNm de la -y-GT, son 
expression a été mesurée à différents temps après la confluence. La figure 12B montre 
une expression constante des ARN messagers de la -y-GT, ce qui indique l'importance 
de mécanismes de régulation autres que transcriptionnels dans l'accumulation de l'activité 
-y-GT. 
8. Effet de différentes drogues et substances sur l'activité enzymatique de la PA et de 
la :y-GT. 
Figure 13. Effet du dexaméthasone et de l'acide rétinoïque sur l'activité enzymatique 
de la phosphatase alcaline et de la ')'-glutamyltranspeptidase. 
A) Histogramme de l'activité spécifique de la phosphatase alcaline . B) Histogramme 
de l'activité spécifique de la 'Y-glutamyltranspeptidase. 
Les cellules ont été incubées sans ou avec 10-1M de dexaméthasone ou 10-5M d'acide 
rétinoïque et l'activité enzymatique de la phosphatase alcaline et de la ,,_ 
glutamyltranspeptidase a été mesurée à confluence, 5 et 10 jours après la confluencce. 
Les activités enzymatiques sont exprimées en U.I/g protéines. DEXA: dexaméthasone. 
RA: acide rétinoïque. 
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8.1 Effet du dexaméthasone et de l'acide rétinoïque. 
Le dexaméthasone est un glucorticoïde synthétique qui peut induire une différenciation 
accrue des cellules épithéliales en culture (SIMO et al., 1992). L'acide rétinoïque, un 
dérivé de la vitamine A, est aussi considéré comme un agent différenciateur, puisqu'il 
inhibe la prolifération cellulaire et induit la différenciation des cellules en culture 
(GUDAS, 1992). 
Dix-sept jours après la confluence, la lignée cellulaire PT-1 forme un système multi-
couche, avec une couche supérieure légèrement polarisée mais peu différenciée 
morphologiquement. Afin d'augmenter le niveau de différenciation de la lignée rénale 
PT-1 (et plus particulièrement celui de la couche supérieure), nous avons utilisé le 
dexaméthasone (10-7M) et l'acide rétinoïque (10-5M), et vérifié leur effet sur la 
différenciation fonctionnelle en mesurant l'activité enzymatique de la phosphatase alcaline 
et de la ')'-glutamyltranspeptidase. Après cinq et dix jours de traitement au 
dexaméthasone ou à l'acide rétinoïque, nous avons mesuré l'activité spéficique de la PA 
et de la ')'-GT. Les résultats obtenus sont présentés sous forme d'histogramme (figure 
13). 
Le dexaméthasone n'a pas d'effet sur l'activité de la PA, par rapport au contrôle 
(figure 13A). L'activité de la ')'-GT n'est pas affectée cinq jours après la confluence par 
le dexaméthasone, mais dix jours après la confluence, il induit une augmentation 
Figure 14. Effet d'agents inhibiteurs et inducteurs de la différenciation cellulaire sur 
l'activité enzymatique de la phosphatase alcaline et de la ')'-
glutamyltranspeptidase. 
A) Histogramme de l'activité spécifique de la phosphatase alcaline sous l'effet du 5-
azacytidine, du DMSO, de la suramine, du méthyl-formamide et du HMBA. B) 
Histogramme de l'activité spécifique de la )'-glutamyltranspeptidase sous l'influence du 
butyrate de sodium, du 5-azacytidine, du DMSO, de la suramine, du méthyl-formamide 
et du HMBA. 
Les cellules ont été incubées pendant 10 jours dans un milieu DMEM 10% FBS 
seulement (contrôle) ou dans un milieu complet contenant du butyrate de sodium (NaBu) 
(5 mM), le 5-azacytidine (5-AZA) (5 µM), le DMSO (140 mM), le méthyl-formamide 
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significative (p = 0. 027, la variation est significative lorsque p < 0. 05) de l'activité de 
la -y-GT par rapport au contrôle (figure 13B). 
L'acide rétinoïque provoque une diminution significative de l'activité de la PA cinq 
et dix jours après la confluence (figure 13A). Par contre, l'activité de la -y-GT n'est pas 
influencée par l'acide rétinoïque. 
8.2 Effet d'agents inhibiteurs et inducteurs de la différenciation. 
Nous avons vérifié l'effet des substances suivantes sur l'activité enzymatique de la PA 
et de la -y-GT: butyrate de sodium (NaBu) (5 mM), le 5-azacytidine (5 µM), le DMSO 
(diméthyl sulfoxide)(l40 mM), le HMBA (hexaméthylène bisacétamide) (5 mM), la 
suramine (70 µM) et le méthyl-formamide (250 mM). Ces agents modifient la 
différenciation de nombreux types cellulaires en culture. 
Les cellules ont été incubées pendant 10 jours en présence de ces différentes 
substances et les résultats obtenus sont regroupés à la figure 14 sous forme 
d'histogramme, et exprimés en activité spécifique (U.I/g de protéine). 
Le butyrate de sodium, provoque une très forte augmentation de l'activité PA à un 
point tel, que la valeur n'a pu être insérée dans l'histogramme. En effet, son activité 
spécifique atteint 234 067 ± 12 948 µmoles/min/g de protéine (U.I/g de protéine). Il 
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y a également une augmentation significative de l'activité de la PA par rapport au 
contrôle, sous l'effet du 5-azacytidine et de la suramine (figure 14A). Le méthyl-
formamide provoque une baisse significative de la phosphatase alcaline, tandis que le 
DMSO et le HMBA n'influencent pas le niveau de PA produite après dix jours de culture 
(figure 14A). 
L'activité de la )'-GT diminue de façon significative par rapport au contrôle, sous 
l'effet du butyrate de sodium, du DMSO, de la suramine, du méthyl-formamide et du 
HMBA. Le 5-azacytidine n'a pas d'effet sur l'activité spécifique de la )'-GT (figure 
14B). Ces résultats démontrent que ces agents affectent différentiellement l'expression 
de ces deux marqueurs de différenciation. 
9. Effet du dexaméthasone et de l'acide rétinoïque sur la morphologie des cellules PT-1. 
Afin d'étudier l'effet du dexaméthasone et de l'acide rétinoïque sur la morphologie 
cellulaire, la lignée rénale PT-1 a été mise en culture, en présence de dexaméthasone (1 o-
7M) et d'acide rétinoïque (10-5M) pendant cinq et dix jours après la confluence. 
9. 1 Microscopie électronique à balayage. 
Le jour 0 correspond au début du traitement avec le dexaméthasone et l'acide 
rétinoïque. A confluence, les cellules possèdent très peu de microvillosités et leur 
Figure 15. Evolution de l'apparence morphologique de la lignée rénale PT-1 : 
microscopie électronique à balayage. 
Aspect des cellules à confluence (A) (X 1450), après 5 jours de culture (B) (X 1320) et 
après 10 jours de culture (C) (x 1580) dans un milieu DMEM contenant 10% FBS. 

Figure 16. Effet du dexaméthasone sur la lignée cellulaire PT-1: microscopie 
électronique à balayage. 
Aspect des cellules à confluence (A) (X 1750), après 5 jours de culture (B) (X 1310) et 
après 10 jours de culture (C) ( x 1580) en présence de dexaméthasone (l0-7M). 
E 
Figure 17. Effet de l'acide rétinoïque sur la lignée rénale PT-1: microscopie 
électronique à balayage. 
Aspect des cellules à confluence (A) (x 1450), après 5 jours de culture (B) (x 1350) et 
après 10 jours de culture (C) (X 1550) en présence d'acide rétinoïque (10-5M). 
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distribution est hétérogène (figure 15A). Après cinq jours de traitement au 
dexaméthasone (figure 16B), le nombre de microvillosités est beaucoup plus élevé que 
dans le contrôle (figure 15B). Le patron de distribution des microvillosités après cinq 
jours de traitement au dexaméthasone est pratiquement homogène. L'acide rétinoïque 
n'affecte pas le nombre de microvillosités (figure 17B) par rapport au contrôle (figure 
15B). Cinq jours après la confluence, pour le contrôle, le traitement au dexaméthasone 
et à l'acide rétinoïque, le nombre de microvillosités par cellule est beaucoup plus élevé 
qu'à confluence (figures 15B, 16B et l 7B). Après dix jours de traitement avec le 
dexaméthasone (figure 16C), le nombre de microvillosites est toujours plus élevé que 
dans le contrôle (figure 15C), mais ce nombre est plus faible après dix jours qu 'après 
cinq jours de traitement au dexaméthasone (figures 16C et 16B respectivement). Le 
traitement à l'acide rétinoïque pendant dix jours (figure l 7C) semble entraîner une légère 
diminution du nombre de microvillosités sur les cellules en comparaison avec le contrôle 
(figure 15C). De plus, la présence de cils centraux et la distribution des microvillosités 
sont hétérogènes (figure 17C). En dernier lieu, le nombre de microvillosités est plus 
élevé après cinq jours qu'après dix jours de traitement avec l'acide rétinoïque (figures 
17B et 17C respectivement). Ces résultats semblent montrer que le dexaméthasone 
augmente le nombre de microvillosités alors que l'acide rétinoïque affecte légèrement 
leur quantité. 
Figure 18. Analyse ultrastructurale des cellules de la lignée rénale PT-1: la microscopie 
électronique à transmission. 
Aspect morphologique des cellules à confluence (A) (X 1800), après 5 jours de culture 
(B) (x 2720) et après 10 jours de culture (C) (x 2720). 
Les cellules ont été mises en culture pendant différentes périodes de temps dans un 
milieu complet. 
CONTROLE 
Figure 19. Effet du dexaméthasone sur les ultrastructures cellulaires: microscopie 
électronique à transmission. 
Aspect morphologique des cellules de la lignée PT-1 à confluence (A) (x 1800), après 
5 jours de culture (B) ( x 2720) et après 10 jours de culture (C) ( x 2720) avec le 
dexaméthasone (10-7M). La photo de droite insérée montre une jonction serrée 
(X 52 000). 
DEXAMETHASONE 
Figure 20. Effet de l'acide rétinoïque sur les ultrastructures cellulaires: microscopie 
électronique à transmission. 
A) Aspect morphologie des cellules de la lignée PT-1 à confluence (A) (x 1800), 
après 5 jours de culture (B) ( x 2720) et après 10 jours de culture (C) (X 2720) en 
présence d'acide rétinoïque (10-5M). La photo de droite insérée montre la présence de 
deux jonctions serrées (x 47 500). 
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9.2 Microscopie électronique à transmission. 
A confluence (JOUR: 0) (figures ISA, 19A et 20A respectivement), il y a présence 
d'un gros noyau de forme allongée, des corps résiduels de grosseur moyenne, et il n'y 
a pas de jonctions cellulaires entre les cellules. Cependant, après cinq jours de traitement 
au dexaméthasone (figure 19B), il y a présence de jonctions cellulaires de type zonula 
occludens Gonction serrée) (figure 19B, flèches). Un traitement pendant cinq jours à 
l'acide rétinoïque ralentit la croissance cellulaire. La seule couche de cellules contient 
des jonctions apicales de type zonula occludens (figure 20B). Cependant, après dix jours 
de traitement au dexaméthasone, il n'y a pas de différences notables entre les cellules 
non-traitées (figure 18C) et les cellules traitées (figure 19C). Aucune différence 
structurale entre les cellules traitées au dexaméthasone pendant cinq jours et dix jours n'a 
été notée (figure 19B et 19C respectivement). De plus, un traitement de dix jours à 
l'acide rétinoïque (figure 20C), ne provoque aucun changement structural par rapport au 
contrôle (figure 18C): ils possèdent tous les deux le même nombre de couches de 
cellules et des jonctions cellulaires de type zonula occludens. Lors de l'incubation des 
cellules avec l 'acide rétinoïque pour des périodes de cinq et dix jours, le nombre de 
couches cellulaires augmente, passant ainsi d'une à deux couches respectivement (figure 
20B et 20C). Ces résultats montrent que le dexaméthasone induit partiellement la 
différenciation morphologique des cellules PT-1 alors que 1' acide rétinoïque ralentit leur 
croissance et modifie certains caractères morphologiques tels que l'apparition précoce 
Figure 21. Effet de différents agents inhibiteurs et inducteurs de la différenciation 
cellulaire: microscopie électronique à balayage. 
Aspect des cellules dans un milieu complet (A) (X 1460), dans un milieu contenant 1 % 
de DMSO (B) (X 1660), 5 mM de HMBA (X 1720), 5 µM de 5-azacytidine (D) (X 
1320) et 1.5 % de méthyl-formamide (E) ( x 1320). Les cellules ont été incubées pendant 
10 jours après la confluence en présence de ces différentes substances. 

de jonctions cellulaires de type zonula occludens. 
10. Aspect morphologique sous l'effet d'agents inhibiteurs et inducteurs de la 
différenciation. 
10.1 Microscopie électronique à balayage. 
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Nous avons examiné l'effet du DMSO, du HMBA, de la 5-azacytidine et du méthyl-
formamide sur la différenciation morphologique. Le contrôle (figure 21A) correspond 
à des cellules en culture pendant dix jours et auxquelles aucune substance n'a été ajoutée. 
D'après la figure 21A, les cellules possèdent à leur surface beaucoup de microvillosités 
et également, des cils centraux de longueur moyenne. 
Des traitements de dix jours au DMSO, HMBA et méthyl-formamide réduisent 
considérablement le nombre de microvillosités et de cils centraux (figure 21B,21C, 21E). 
L'effet le plus important est obtenu avec le HMBA (figure 21C). 
Les cellules incubées avec le 5-azacytidine pendant dix jours sont montrées à la figure 
21D. Il y a une distribution hétérogène des microvillosités à la surface des cellules. Le 
traitement à la 5-azacytidine ne révèle aucune différence dans la quantité et la 
distribution des microvillosités (figure 21A versus figure 21D). Par contre, les cils 
centraux sont absents dans les cellules traitées (figure 21D). 
Figure 22. Effet de différents agents inhibiteurs et inducteurs de la différenciation 
cellulaire: microscopie électronique à transmission. 
Aspect des cellules dans un milieu DMEM 10% FBS complet (A) (X 1800), dans un 
milieu contenant 1 % de DMSO (B) (X 1800), 5 mM de HMBA (C) (X 2240), 5 µM 
de 5-azacystidine (D) (X 1800), 1.5% de méthyl-formamide (E) (x 1800) et 70 µM de 
suramine (F) (X 1800). Les cellules ont été incubées pendant 10 jours après la 
confluence avec le DMSO, le HMBA, le 5-azacytidine, le méthyl-formamide et durant 




10.2 Microscopie électronique à transmission. 
Le contrôle (figure 22A) correspond à des cellules après dix jours de culture. Le 
contrôle contient quatres couches de cellules. Les noyaux sont de grosseur variable et 
de forme plus ou moins allongée. Il y a également la présence de corps résiduels de 
grosseur variable dans toutes les couches cellulaires. Seulement au niveau de la couche 
supérieure, il y a des jonctions cellulaires de type zonula occludens Gonction serrée). 
Cette couche supérieure est beaucoup plus compacte que les autres couches, ie. qu'il n'y 
a pas d'espaces entre les cellules (figure 22A). 
Les cellules incubées avec le DMSO (figure 22B) ne forment que deux couches de 
cellules avec très peu de corps résiduels. Ces cellules contiennent des noyaux de 
grosseur et de longueur variable, et des jonctions zonula occludens (tout comme dans le 
contrôle, figure 22A). Les cellules traitées au HMBA (figure 22C) ou au 5-azacytidine 
(figure 22D) pendant dix jours forment deux couches à trois couches de cellules avec des 
corps résiduels de grosseur variable et des jonctions cellulaires de type zonula occludens 
(figure 22C). Les cellules traitées au méthyl-formamide n'ont pas de jonctions 
cellulaires, contrairement au contrôle (figure 22E versus figure 22A). 
La suramine conduit à la formation d'un système multi-couche d'environ cinq couches 
cellulaires avec des noyaux et des corps résiduels de grosseur variable (figure 22F). Par 
contre, des jonctions cellulaires sont observées non seulement au niveau de la couche 
Figure 23. Effet du milieu sans glucose sur la lignée PT-1: microscopie électronique 
à balayage. 
A) Comparaison de la morphologie des cellules incubées pendant 5 jours dans un milieu 
DMEM 10% FBS (CONTROLE) (X 2330) et dans un milieu sans glucose contenant 
10% FBS (X 2430). 
B) Comparaison de la morphologie des cellules incubées pendant 10 jours dans un milieu 
DMEM 10% FBS (CONTROLE) (X 1390) et dans un milieu sans glucose contenant 
10% FBS (X 1220). 
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supérieure, mais également entre les cellules qui composent les couches inférieures 
(figure 22F, flèches) comparativement au contrôle (figure 22A). 
11. Effet du milieu sans glucose sur la lignée cellulaire rénale PT-1. 
Le milieu sans glucose peut favoriser la différenciation cellulaire des cellules 
provenant de tubules rénaux (BLAIS et al., 1992). Les cellules, au lieu de proliférer, 
vont se différencier. 
Les cellules ont été analysées en microscopie électronique à balayage et à transmission 
après cinq et dix jours de culture dans un milieu DMEM avec du glucose (4g/L) et sans 
glucose, contenant 10% FBS. 
11.1 Microscopie électronique à balayage. 
Après cinq jours de culture dans un milieu sans glucose 10% FBS (figure 23A, photo 
de droite), les cellules possèdent des microvillosités distribuées de façon hétérogène. Les 
cellules, à ce stade, sont surélevées et semblent contenir plus de matériel que le contrôle 
avec des cellules plates (figure 23A, photo de gauche). Après dix jours de culture dans 
le milieu sans glucose (figure 23B, photo à droite), les cellules possèdent très peu de 
microvillosités à leur surface comparativement au contrôle (figure 23B, photo à gauche). 
Il y a donc une réduction du nombre de microvillosités et une modification de l'aspect 
Figure 24. Effet de la croissance en milieu sans glucose sur la lignée PT-1: microscopie 
électronique à transmission. 
A) Comparaison de l'aspect structural des cellules incubées pendant 5 jours en présence 
de milieu DMEM 10 % FBS (CONTROLE) ( x 2720) et dans un milieu sans glucose 
contenant 10% FBS (x 2240). 
B) Comparaison de l'aspect structural des cellules incubées pendant 10 jours en présence 
de milieu DMEM 10% FBS (CONTROLE) (X 2720) et dans un milieu sans glucose 





des cellules d'une forme "bombée" à une forme "plate" de cinq à dix jours de culture 
dans un milieu sans glucose (comparer figure 23A et 23B, photos de droite). 
11.2 Microscopie électronique à transmission. 
Après cinq jours de culture dans un milieu sans glucose (figure 24A, photo à droite), 
la couche de cellules contient de gros noyaux de forme allongée, sans jonctions entre les 
cellules. De plus, ces cellules contiennent moins de corps résiduels, signe d'un 
métabolisme moins actif (comparer figure 24A, photo de gauche et de droite). 
Cependant, après dix jours de culture dans un milieu sans glucose (figure 24B, photo à 
droite), il n'y a qu'une seule couche de cellules comparativement à deux pour le contrôle 
(figure 24B, photo de gauche). Les cellules ont des noyaux de grosseur moyenne et de 
forme plus ou moins allongée comme dans le contrôle (figure 24B, photo de gauche). 
La couche cellulaire dans le milieu sans glucose est cependant plus épaisse après dix 
jours de culture, montre la présence de jonctions cellulaires de type zonula occludens et 
de noyaux plus circulaires (figure 24B, photo de droite, comparer à la figure 24A, photo 
de droite). 
IV-DISCUSSION 
L'objectif principal de ce travail était d'établir une lignée cellulaire de rein foetal 
humain pouvant être utilisée comme modèle d'étude des processus impliqués dans la 
prolifération et la différenciation cellulaires rénales. Nous avons d'abord entrepris une 
caractérisation biochimique et morphologique de cette lignée cellulaire. Par la suite, 
nous avons analysé par immunofluorescence indirecte, l'expression des constituants des 
filaments intermédiaires (kératine et vimentine), de la matrice extracellulaire 
(fibronectine, ténascine), des composants de la lame basale (le collagène de type IV, 
chaînes Bl et B2 de la laminine), et un constituant des jonctions cellulaires 
(uvomuroline). Egalement, nous avons étudié l'expression génétique de marqueurs de 
prolifération (c-myc) et de différenciation (')'-GT). En dernier lieu, nous avons analysé 
l'effet de différentes drogues (dexaméthasone et acide rétinoïque), de certaines substances 
(butyrate de sodium, 5-azacytidine, DMSO, suramine, HMBA et méthyl-formamide), et 
d'un milieu sans glucose, sur la différenciation cellulaire. 
1. Immortalisation des cellules épithéliales de rein foetal humain. 
Différents types de lignées cellulaires rénales ont été utilisées afin d'étudier les 
propriétés rénales. Les plus connues sont sans aucun doute les MDCK et les LLC-PK-1 
(BIBER et al., 1983). L'origine précise des lignées MDCK et LLC-PK-1 est ambiguë, 
puisque ces deux lignées possèdent des propriétés à la fois du tubule proximal et distal. 
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Les lignées cellulaires MDCK et LLC-PKl sont surtout utilisées pour étudier la 
polarisation cellulaire (VEGA-SALAS et al., 1987) et le transport d'ions et de glucose 
(V ANDERW ALLE et al., 1989) respectivement. Au point de vue moléculaire, les 
MDCK et les LLC-PK-1 ne constituent pas de bons modèles d'étude. En effet, les 
MDCK dérivent du rein de chien adulte, tandis que les LLC-PK-1 proviennent du rein 
de porc, ce qui résulte en un manque de disponibilité de sondes appropriées. 
Les lignées rénales ST-li et ST-4i (ABCOUWER et al., 1989) ont été obtenues à 
partir de transfection de cellules épithéliales de rein foetal humain avec l'agent viral, 
SV40. L'origine des lignées ST-li et ST-4i est jusqu'à maintenant inconnue. 
Etant donné l'absence d'un modèle valable pour l'étude moléculaire des propriétés de 
cellules du tubule rénal humain, nous avons donc établi une lignée cellulaire de rein 
foetal humain, PT-1 (proximal tubule-1), et caractérisé celle-ci au point de vue 
biochimique et morphologique afin de déterminer son origine le long du tubule rénal. 
Une fois l'origine cellulaire déterminée, les caractéristiques de cette lignée ont été 
définies. 
2. Détermination de l'origine cellulaire de la lignée PT-1. 
L'immunofluorescence indirecte montre la présence de cytokératines, un marqueur 
de cellules épithéliales. De plus, les dosages enzymatiques montrent que la lignée PT-1 
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exprime de hauts niveaux de phosphatase alcaline et de -y-glutamyltranspeptidase, qui sont 
eux aussi des marqueurs de cellules épithéliales. Ces résultats suggèrent que la lignée 
rénale PT-1 est d'origine épithéliale. Cependant, la morphologie des cellules de la lignée 
PT-1 à confluence ne corrèle pas avec l'origine épithéliale de la lignée à cause de leur 
aspect fibroblastique et de leur allure fusiforme. Cette divergence entre le type cellulaire 
et l'aspect morphologique peut dépendre de la mise en culture qui amène une 
dédifférenciation suivie d'une adaptation à un nouvel environnement (BOYER et al., 
1989; SOMMERS et al., 1992; PAINE et al., 1992). De plus, le processus de 
transformation par le grand T de SV 40 peut amener un changement morphologique de 
cellules épithéliales en cellules fusiformes (ROMERO et al., 1992). Les activités 
spécifiques de la PA et de la -y-GT sont beaucoup plus élevées dans la lignée PT-1 que 
dans les lignées MDCK et LLC-PK-1 (GSTRAUNTHALER et al., 1985). Ces 
enzymes, dans le rein foetal in vivo, sont surtout exprimées au niveau de la bordure en 
brosse le long du tubule proximal (BRIERE et al., 1984; BRIERE et al, 1985). La 
lignée épithéliale PT-1 provient donc probablement du tubule proximal. 
3. Différenciation morphologique. 
Les cellules de la lignée PT-1 possèdent des microvillosités à leur surface. Le 
nombre de microvillosités augmente avec le temps de culture, avec une distribution 
hétérogène. L'hétérogénéité dans la distribution des microvillosités peut être dûe à la 
présence de cellules à différents stades de différenciation à cause du renouvellement du 
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tapis cellulaire. La plupart des types cellulaires étudiés in vivo contiennent des 
microvillosités de différentes longueurs et d'aspect variable. La lignée PT-1 contient in 
vitro un nombre de microvillosités insuffisant pour former une structure typique du 
tubule proximal, soit la bordure en brosse responsable des propriétés d'absorption et de 
sécrétion. Nous avons observé dix-sept jours après la confluence l'apparition de cils 
centraux à la surface des cellules. Ces cils centraux se retrouvent à la surface des 
cellules le long des différents segments du tubule, et ces cils sont de type spirallé ou 
bulbeux (BRIERE et MAGNY, 1993). La fonction exacte de ces cils n'est pas 
clairement établie. Il a été suggéré que les cils participent à la progression des fluides 
le long du tubule (KESSEL et SHIH, 1974), ou agissent comme détecteurs sensoriels 
(ANDREWS et PORTER, 1974), ou ne sont que des vestiges phylogéniques (DE 
MARTINO et ZAMBONI, 1966; LATTA et al., 1961). Quoi qu'il en soit, il est 
intéressant de constater que ces cils centraux apparaissent tardivement en culture dans la 
lignée cellulaire PT-1. 
La lignée PT-1 en culture, forme un système multi-couche avec six couches 
cellulaires, dix-sept jours après la confluence. La lignée cellulaire PT-1 est transformée 
par le grand T de SV40 et peut avoir perdu la propriété d'inhibition de contact. En effet, 
en culture, un arrêt de prolifération est observé, lorsque des cellules normales viennent 
en contact. Par contre, des cellules transformées n'arrêtent pas leur prolifération à 
confluence et s'empilent (STRAUSS et GRIFFIN, 1990). Il est cependant surprenant de 
constater que, même si cette lignée n'est pas sensible à l'inhibition de contact, la 
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présence de sérum est nécessaire à sa croissance. Cela indique que cette lignée n'a pas 
toutes les propriétés de cellules transformées et reste "normale" sous certains aspects. 
Nous avons remarqué que la couche supérieure, dix-sept jours après la confluence, 
est différente des autres couches. En effet, la couche supérieure semble plus compacte, 
et les cellules composant cette couche ont un aspect plus polarisé. Les cellules des autres 
couches possèdent des espaces intercellulaires et ont un aspect plus fibroblastique. La 
couche supérieure est caractérisée par la présence de jonctions cellulaires de type zonula 
occludens. Le rôle des jonctions cellulaires est entre autre de permettre un contact entre 
les cellules afin d'établir une polarité apico-basale. Le contrôle de la perméabilité 
cellulaire se fait via les jonctions cellulaires, et particulièrement via les jontions gap et 
zonula occludens (ALBERTS et al., 1989, chapitre 14). De plus, une lame basale est 
déposée à la base de la couche de cellules supérieures. C'est donc dire que cette couche 
cellulaire est plus épithéliale, car seules les cellules épithéliales possèdent une lame basale 
(KLEIN et al., 1990). La lignée rénale PT-1 semble donc se différencier partiellement 
en culture en établissant un système multi-couche, avec une couche supérieure constituée 
de cellules épithéliales légèrement polarisées avec une distribution hétérogène de 
microvillosités et de cils centraux, dix-sept jours après la confluence. Cette couche 
épithéliale "polarisée" repose sur plusieurs couches de cellules d'allure fibroblastique, 
et désorganisées sans jonction cellulaire. 
4. Différenciation fonctionnelle. 
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L'activité enzymatique de la PA augmente jusqu'à sept jours après la confluence, 
alors que l'activité de la -y-GT augmente jusqu'à dix-sept jours après la confluence. La 
PA et la -y-GT sont des enzymes impliquées dans les processus d'absorption et de 
sécrétion dans le rein in vivo (TISHER et MADSEN, 1986), et constituent également des 
marqueurs de différenciation cellulaire. Suite à la mise en culture des cellules de la 
lignée rénale PT-1, des changements dans l'aspect morphologique et dans les niveaux 
enzymatiques de la PA et de la -y-GT en fonction du temps de culture surviennent en 
même temps que la différenciation morphologique partielle. Cela laisse supposer un lien 
entre cette dernière et la différenciation fonctionnelle. Le taux de production de -y-GT 
est de 5 à 20 fois plus élevé que celui de la PA . Ce même phénomène a aussi été 
observé pour les lignées cellulaires MDCK et LLC-PK-1 qui présentent un taux de 
synthèse de la -y-GT d'environ 40 fois (MDCK) et de 10 fois (LLC-PK-1) plus élevé que 
celui de la PA (GSTRAUNTHALER et al., 1985). 
5. Expression de constituants cellulaires. 
Nous avons montré une expression nucléaire homogène de la protéine grand T de 
SV40, ce qui permet de supposer que sa présence est nécessaire au maintien de la 
croissance de la lignée rénale PT-1. La nécessité de l'expression continue de ce gène 
immortalisant a été aussi démontrée dans d'autres types cellulaires (STRAUSS et 
GRIFFIN, 1990). 
97 
La transformation de cellules épithéliales résulte en des changements d'expression 
de certains filaments intermédiaires, qui peuvent se traduire en une modification des 
cellules épithéliales afin de permettre leur adaptation et leur survie en culture (PAINE 
et al., 1992; SOMMERS et al., 1992). Cette dédifférenciation mène à un changement 
morphologique avec des cellules d'origine épithéliale adoptant une morphologie de 
cellules fibroblastiques tout en conservant des propriétés de cellules épithéliales (PAINE 
et al., 1992; SOMMERS et al., 1992). La lignée cellulaire PT-1 ne fait pas exception 
à cette règle. En effet, la vimentine est un filament intermédiaire présent dans les 
cellules mésenchymateuses. La vimentine est exprimée de façon hétérogène. 
L'expression de la vimentine par des cellules d'origine épithéliale ne représente pas un 
cas isolé. En effet, la transformation de cellules épithéliales par des agents inducteurs 
(BOYER et al., 1989) mène à l'induction de l'expression de la vimentine. Des lignées 
cellulaires provenant de tumeurs de glandes mammaires montrent aussi une perte 
d'expression de marqueurs de cellules épithéliales et l'acquisition de l'expression de la 
vimentine (SOMMERS et al., 1992). 
Le patron d'expression de la cytokératine, un marqueur des cellules épithéliales, est 
aussi hétérogène. La cytokératine est une protéine composant les filaments intermédiaires 
des cellules épithéliales. L'hétérogénéité d'expression de la vimentine et de la 
cytokératine peut être expliquée par des modifications phénotypiques de cette lignée 
cellulaire dûes à l'expression du gène grand T de SV40, à la mise en culture et/ou au 
processus d'immortalisation. D'autres protéines cellulaires sont aussi exprimées de façon 
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hétérogène (voir plus loin). 
Nous avons vérifié l'expression de la fibronectine, une glycoprotéine exprimée sous 
forme de filaments, et présente aussi bien dans les cellules mésenchymateuses 
qu'épithéliales (McDONALD, 1989). La lignée rénale PT-1 exprime de façon 
hétérogène la fibronectine, un constituant majeur de la matrice extracellulaire. La 
ténascine est une glycoprotéine exprimée, lors de la néphrogénèse, dans les cellules 
mésenchymateuses qui vont constituer le stroma du rein (NATAL! et ZARDI, 1989). 
Par contre, la lignée cellulaire PT-1 exprime de façon hétérogène la ténascine. De la 
même façon que précédemment, il a été démontré que des cellules épithéliales en culture 
et/ou transformées peuvent produire de la ténascine (INAGUMA et al., 1988). Les 
chaines Bl et B2 de la laminine sont exprimées autant dans les cellules 
mésenchymateuses qu'épithéliales (KLEIN et al., 1990), telles que la lignée PT-1. Ces 
constituants sont impliqués dans la formation de la lame basale (KLEIN et al., 1990). 
Cependant, la présence de la chaine A de la laminine n'a pu être mise en évidence chez 
les cellules de la lignée rénale PT-1, à confluence, même si la laminine A est exprimée 
lors de la néphrogénèse (KLEIN et al., 1990) (résultats non-montrés). Il est possible que 
la laminine A n'apparaisse que tardivement en culture. Cette expérience reste à faire. 
Le collagène de type IV est une molécule non-fibrillaire et l'un des constituants 
majeurs de la lame basale. Le collagène de type IV est aussi exprimé par la lignée 
rénale PT-1, avec un patron d'expression hétérogène. Ces résultats montrent que la 
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plupart des constituants d'une lame basale normale tels que les chaînes Bl et B2, le 
collagène de type IV et la fibronectine sont exprimés par la lignée cellulaire PT-1. 
L'uvomoruline, également appelé E-cadhérine, est retrouvée au niveau des jonctions 
cellulaires de type zonula occludens Gonction serrée) et au niveau des zonule adherentes 
Gonctions intermédiaires) (McNEILL et al., 1993). L'E-cadhérine n'est exprimée dans 
les cellules PT-1 que dix jours après la confluence. L'expression de cette protéine 
semble suivre la différenciation partielle de la lignée PT-1 en culture. 
L'immunofluorescence indirecte montre une localisation au niveau des membranes 
latérales et du cytoplasme. Il a été démontré dans des cellules normales en culture que 
la E-cadhérine est localisée à des points de contact spécifiques au niveau des membranes 
latérales correspondant aux jonctions serrées (REICHMANN et al., 1992). La 
transformation de cellules épithéliales résulte en la désorganisation des jonctions serrées 
et de la polarité apico-basale (SCHOENENBERGER et al., 199la). La transformation 
de la lignée PT-1 est probablement responsable de la polarisation réduite et de 
l'expression plus diffuse de la E-cadhérine. 
6. Prolifération des cellules PT-1. 
Par incorporation de thymidine tritiée, nous avons observé une synthèse d' ADN dans 
toutes les couches de cellules que ce soit cinq ou dix-sept jours après la confluence. 
Donc, dans ce système multi-couche toutes les cellules peuvent proliférer. Le nombre 
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de noyau marqué ainsi que la prolifération est cependant plus faible dix-sept jours après 
la confluence. Le système multi-couche formé par la lignée rénale PT-1 ne peut donc 
être comparé à celui des kératinocytes. Ce système est constitué de plusieurs types 
cellulaires. Seules les cellules basales prolifèrent activement (FUCHS, 1990). 
Lorsqu'elles commencent leur migration vers la couche cornifiée, elles cessent de 
proliférer, ce qui conduit à une différenciation terminale (FUCHS, 1990). Donc, dans 
ce système, la synthèse d' ADN est localisée dans une zone précise (au niveau des cellules 
basales). A l'extérieur de cette zone, il n'y a pas de synthèse d' ADN. Le système 
formé par les cellules de la lignée PT-1 ne correspond pas à un système de 
différenciation terminale comme c'est le cas pour les kératinocytes, mais plutôt à un 
système pouvant amener à une redifférenciation partielle. 
7. Expression génétique de la :y-GT et de c-myc. 
Le sérum stimule transitoirement l'expression de c-myc (un marqueur de prolifération) 
dans la lignée PT-1. Celle-ci est incapable de proliférer en absence de sérum. C'est 
donc dire que la lignée rénale PT-1, même si elle est transformée, répond de façon 
normale à des signaux extracellulaires tels que ceux dérivés du sérum, puisqu'il peut y 
avoir induction de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. L'ajout de sérum n'a 
pas d'effet sur les niveaux d'expression del' ARN messager de 2.2 Kb de la -y-GT. De 
plus, même si les niveaux enzymatiques de la -y-GT augmentent en fonction du temps de 
culture, il n'y a pas de changement dans la synthèse des ARN messagers de la -y-GT, ce 
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qui implique un contrôle post-transcriptionnel de la production de -y-GT. L' ARN 
messager de la -y-GT hépatique foetale est de 2.4 Kb, tandis qu'au niveau du rein foetal, 
seul l'ARN messager de 2.2 Kb est présent (CHOBERT et al., 1990). Les niveaux 
d 'ARN messager et la synthèse protéique de la -y-GT hépatique sont modulés par les 
glucocortoïdes tandis que ceux de la -y-GT rénale ne sont pas influencés par l'addition 
de glucocortocoïdes (BILLON et al., 1980; BAROUKI et al., 1982). Donc, 
l'expression de la -y-GT hépatique est régulée transcriptionnellement. Par contre, la -y-
GT rénale est régulée post-transcriptionnellement (BILLON et al., 1980; BAROUKI et 
al., 1982). La régulation de la -y-GT est donc normale dans la lignée cellulaire PT-1, 
puisqu'il n'y a pas de variation dans les niveaux d' ARN messagers. Donc, l'expression 
de deux gènes impliqués dans la prolifération et la différenciation sont régulés de façon 
normale dans la lignée PT-1. 
8. Effet du dexaméthasone et de l'acide rétinoïque sur la lignée PT-1. 
Le dexaméthasone est un glucocorticoïde synthétique qui peut induire la 
différenciation des cellules épithéliales en culture (SIMO et al., 1992) . Des cellules 
épithéliales de l'intestin mises en co-culture avec des cellules mésenchymateuses et 
traitées avec le dexaméthasone pendant cinq jours montrent une accumulation de la 
laminine à l'interface des cellules épithéliales et mésenchymateuses. Cette induction 
contribue à une stimulation de l'expression des marqueurs de différenciation et à une 
maturation ou différenciation accélérée des cellules épithéliales intestinales (SIMO et al., 
102 
1992). 
Le dexaméthasone ne change pas l'activité spécifique de la phosphatase alcaline en 
fonction du temps de culture de la lignée rénale PT-1. Cependant, le dexaméthasone 
entraîne une augmentation dans les niveaux de production enzymatique de la -y-GT après 
dix jours d'incubation. Donc le dexaméthasone agit différentiellement sur les niveaux 
de production de deux marqueurs de différenciation fonctionnels, soit la -y-GT et la PA. 
De plus, le dexaméthasone induit une augmentation dans le nombre de microvillosités. 
Le dexaméthasone induit aussi précocement l'apparition de jonctions de type zonula 
occludens, cinq jours après la confluence. Ces résultats suggèrent que le dexaméthasone 
induit une différenciation plus rapide aux niveaux morphologique et ultrastructural des 
cellules de la lignée PT-1, puisque les premiers signes de différenciation apparaissent 
moins de cinq jours après la confluence. Il a été démontré que le dexaméthasone (10-6M) 
peut induire la formation de jonctions serrées dans une lignée de cellules épithéliales 
provenant des glandes mammaires de la souris (ZETTL et al., 1992). Le dexaméthasone 
exerce son action en se liant à un récepteur et peut avoir un effet positif ou négatif sur 
la transcription de certains gènes, en affectant la liaison du récepteur à une séquence 
d' ADN ou à un facteur de transcription (FULLER, 1991). Le dexaméthasone pourrait 
avoir comme effet d'affecter le programme de différenciation de la lignée rénale PT-1 
en stimulant la synthèse de certains constituants des jonctions serrées ou en agissant sur 
l'expression de facteurs de transcription et l'action de facteurs de croissance impliquées 
dans la localisation, l'assemblage et la stabilisation des protéines composant les jonctions 
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serrées. 
L'acide rétinoïque est un agent inducteur de la différenciation. Un traitement des 
cellules LLC-PK-1 et MDCK à l'acide rétinoïque (1Q-5M) a des effets variables sur la 
production d'un marqueur de différenciation fonctionnelle, soit la -y-GT (ROBINSON et 
GOOCHEE, 1991). Les niveaux de -y-GT dans la lignée LLC-PK-1 traitée avec l'acide 
rétinoïque sont induits tandis que pour la lignée MDCK, l'acide rétinoïque n'a pas d'effet 
sur la -y-GT produite (ROBINSON et GOOCHEE, 1991). L'acide rétinoïque induit la 
formation de dômes par les cellules MDCK (fAUB, 1989). La formation de dômes est 
un signe de transport apico-basal. Cela suggère que l'acide rétinoïque peut induire la 
différenciation de la lignée MDCK. 
L'acide rétinoïque diminue l'activité de la PA sans affecter les niveaux de la -y-GT de 
la lignée rénale PT-1. Ces résultats démontrent que l'acide rétinoïque affecte 
différentiellement les niveaux d'expression de deux marqueurs de différenciation 
fonctionnelle. Ces variations sont aussi opposées à celles obtenues avec le 
dexaméthasone. L'acide rétinoïque ralentit la croissance cellulaire de la lignée PT-1 et, 
comparativement au contrôle, provoque une réduction du nombre de microvillosités et 
l'apparition précoce des jonctions serrées, cinq jours après la confluence. L'action de 
l'acide rétinoïque se fait par l'intermédiaire d'un récepteur spécifique qui conduit à 
l'activation ou à la répression de l'expression de certains gènes (STELLMACH et al., 
1991). Ces résultats suggèrent que l'acide rétinoïque altère l'expression de marqueurs 
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de différenciation fonctionnelle et modifie les processus de différenciation 
morphologique. 
9. Effets d'a~ents inhibiteurs et inducteurs de la différenciation cellulaire sur la lignée 
PT-1. 
Le butyrate de sodium a comme effet d'arrêter la prolifération et de stimuler la 
différenciation de certains types de cellules (KRUH, 1982). Le 5-azacytidine, un 
analogue de la base cytidine, ne peut être méthylé, ce qui conduit éventuellement à la 
déméthylation de l' ADN et à l'expression des gènes (HSIAO, 1985). Le DMSO et le 
HMBA peuvent tous deux stimuler la différenciation cellulaire (LEVER, 1979) . La 
suramine lie certains récepteurs et empêche la liaison du ligand (WADE et al., 1992). 
Le méthyl-formamide est une substance inhibitrice de la différenciation cellulaire 
(LEVER, 1979). 
Le butyrate de sodium induit fortement les niveaux enzymatiques de la PA et réprime 
ceux de la -y-GT. Le butyrate de sodium provoque de fortes augmentations des activités 
PA dans de nombreux autres types cellulaires tels que les cellules dérivées des 
adénocarcinomes de colon (GUM et al., 1987; WICE et al., 1985). Ces augmentations 
sont principalement causées par une induction transcriptionnelle (KRUH, 1982). Par 
contre, rien n'est connu à propos de l'effet du butyrate de sodium quant à la régulation 
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle de la -y-GT. 
105 
Le 5-azacytidine induit l'activité de la PA sans affecter l'activité de la '}'-GT, et 
n'affecte pas l'état de différenciation morphologique de la lignée PT-1. 
Le DMSO n'affecte pas l'activité spécifique de la PA, mais il provoque une 
diminution de l'activité de la '}'-GT. Le DMSO peut avoir un effet sur certaines lignées 
cellulaires. Il a été démontré que les niveaux de 'Y-GT chez la lignée LLC-PK-1 ne sont 
pas affectés par un traitement des cellules pendant dix jours, tandis que les niveaux de 
'}'-GT pour les cellules MDCK diminuent de 87 % après un traitement des cellules avec 
le DMSO pendant dix jours (ROBINSON ET GOOCHEE, 1991). Cependant, le DMSO 
réduit considérablement le nombre de microvillosités à la surface des cellules, sans 
changer les organites cellulaires. Le DMSO altère donc le phénotype de la lignée PT-1, 
sans stimuler le processus de différenciation. 
Le méthyl-formamide entraîne une réduction des activités spécifiques de la PA de la 
'}'-GT. Cela montre que le méthyl-formamide, un inhibiteur de la différenciation 
(LEVER, 1979), inhibe la production des marqueurs de différenciation fonctionnelle. 
De plus, les microvillosités et jonctions cellulaires sont absentes. Donc le méthyl-
formamide inhibe la différenciation cellulaire de la lignée PT-1 et empêche la formation 
de jonctions cellulaires et de microvillosités. 
Le HMBA n'affecte pas l'activité spécifique de la PA, mais réprime l'activité de la 
'Y-GT. Des cellules de la lignée MDCK incubées pendant dix jours avec le HMBA 
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montrent une baisse de 95 % des niveaux de -y-GT par rapport au contrôle, tandis que 
l'activité de la -y-GT pour les cellules LLC-PK-1 n'est pas affectée (ROBINSON et 
GOOCHEE, 1991). La morphologie des cellules traitées au HMBA montre une absence 
quasi complète de microvillosités à leur surface. Cependant, aucune différence 
ultrastructurale entre les cellules traitées au HMBA et les cellules non-traitées n'a été 
observée. Le HMBA ralentit la prolifération cellulaire puisque le nombre de couches 
cellulaires pour les cellules traitées au HMBA est plus faible que dans le contrôle, et ne 
stimule pas la différenciation. 
Un traitement à la suramine augmente l'activité spécifique de la PA et diminue 
l'activité de la -y-GT. La suramine bloque la liaison de certains ligands à des récepteurs, 
ce qui peut entraîner des modifications dans les signaux de transmission extracellulaires 
et les réponses biologiques. Le nombre de couches de cellules est plus élevé sous l'effet 
de la suramine, ce qui indique une vitesse de prolifération accrue. De plus, la suramine 
induit la formation de jonctions cellulaires, non seulement au niveau de la couche 
cellulaire supérieure, mais aussi au niveau de trois couches cellulaires. Donc, la 
suramine a pour effet, non seulement d'accélérer la prolifération, mais également 
d'étendre la différenciation cellulaire sur plusieurs couches cellulaires. Cela suggère que 
la suramine pourrait inhiber l'action de facteurs de croissance présents dans le sérum ou 
produits par les cellules. Ces facteurs pourraient modifier le programme de 
différenciation cellulaire. 
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Ces résultats démontrent que ces différents agents modifient les propriétés 
morphologiques ou fonctionnelles de la lignée rénale PT-1 de façon très variée, et qu'ils 
induisent ou répriment certains aspects de la différenciation cellulaire in vitro. Seuls la 
suramine et le dexaméthasone induisent une différenciation morphologique, indiquant 
l'importance des facteurs de croissance des hormones et dans la régulation de la lignée 
cellulaire PT-1. Ces résultats suggèrent aussi, tel qu'observés dans d'autres types 
cellulaires ( BLAIS et al., 1992), un découplage entre différenciation fonctionnelle et 
morphologique. 
10. Effet du milieu sans glucose sur la lignée rénale PT-1. 
L'utilisation d'un milieu pauvre, ie. sans glucose, peut ralentir la prolifération et du 
même coup, favoriser la différenciation cellulaire (BLAIS et al., 1992). Nous avons 
observé que les cellules dans un milieu sans glucose semblent surélevées, plus hautes et 
plus épaisses que les cellules croissant dans un milieu contenant du glucose. Aucune 
différence structurale n'a été observée cinq jours après la confluence, à part une 
réduction dans le nombre de corps résiduels indiquant une activité métabolique réduite 
à cause de l'absence de glucose. Cependant, des cellules traitées pendant dix jours avec 
le milieu sans glucose démontrent une forte baisse dans le nombre de microvillosités 
présentes à la surface des cellules. La croissance cellulaire est considérablement ralentie 
puisqu'une seule couche cellulaire comparativement à deux pour le contrôle est observée. 
Le milieu sans glucose entraîne des changements structuraux au niveau des cellules. En 
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effet, les cellules dans le milieu sans glucose ont des noyaux quasi circulaires 
comparativement au contrôle, et exhibent une présence plus régulière de jonctions 
apicales de type zonula occludens par rapport au contrôle à ce stade. Le milieu sans 
glucose ralentit donc la prolifération, et permet peut-être une plus grande la 
différenciation cellulaire, montrant un antagonisme entre la prolifération et la 
différenciation, tel que démontré dans plusieurs types cellulaires (BLAIS et al., 1992). 
Il est intéressant de constater qu'après dix jours de culture des cellules de la lignée PT-1, 
en milieu sans glucose, il y a une augmentation du volume des cellules et une baisse de 
l'activité métabolique, ce qui diffère des résultats obtenus pour les cultures primaires de 
cellules du tubule proximal de lapin (BLAIS et al., 1992). Cette réduction de l'activité 
métabolique des cellules PT-1 résulte de leur adaptation à leur nouvel environnement, un 
milieu pauvre en glucose. Egalement, la culture de cellules provenant du tubule 
proximal du lapin dans un milieu sans glucose permet de prolonger la différenciation 
fonctionnelle en culture, avec cependant des variations dans l'expression de marqueurs 
dedifférenciation spécifiques (BLAIS et al., 1992). Le milieu sans glucose provoque 
donc un découplage entre les différentes activités de la différenciation fonctionnelle. Le 
maintien de la différenciation fonctionnelle et morphologique nécessite donc la présence 
dans le milieu de facteurs spécifiques tels que des hormones (WANG et TAUB, 1991), 
des facteurs de croissance (WANG et TAUB, 1991) et les composants de la matrice 
extracellulaire (RABITO et al., 1984; YANG et al., 1987). Donc, l'utilisation du milieu 
sans glucose est incapable à lui seul d'assurer simultannément et adéquatement la 
prolifération cellulaire et la différenciation terminale de la lignée rénale PT-1. 
V-CONCLUSION 
Nous avons immortalisé, des cellules de reins foetaux humains à l'aide du gène grand 
T de SV40. Une lignée cellulaire d'origine épithéliale appelé PT-1 présentant un 
caryotype normal après dix passages a été caractérisée. La lignée rénale provient 
probablement du tubule proximal. 
Les activités spécifiques de la PA et de la -y-GT, qm sont des marqueurs de 
différenciation cellulaire, augmentent avec le temps en culture, indiquant une 
différenciation fonctionnelle de cette lignée cellulaire. Les cellules de la lignée PT-1 
possèdent à leur surface des microvillosités distribuées de façon hétérogène dont le 
nombre augmente avec le temps de culture. L'expression de la protéine grand T de 
SV 40 est probablement nécessaire au maintien de la prolifération. Cette lignée cellulaire 
forme dix-sept jours après la confluence un système multi-couche constitué de six 
couches cellulaires. La couche supérieure est plus compacte et légèrement polarisée, et 
composée de cellules à l'aspect plus épithéloïde capable de déposer une lame basale. Les 
couches sous-jacentes, sont d'allure mésenchymateuse et non-polarisée et séparées par 
des espaces intercellulaires. 
La lignée cellulaire PT-1 réagit de façon normale à une stimulation de prolifération 
induite par le sérum puisque c-myc est exprimé transitoirement et que l'expression du 
marqueur de différenciation -y-GT reste constitutive. La régulation du gène -y-GT est 
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post-transcriptionnelle dans les cellules de rein. 
Cette lignée exprime la cytokératine, un marqueur de cellules épithéliales, la 
vimentine et la ténascine des marqueurs de cellules mésenchymateuses aussi retrouvés 
chez les cellules épithéliales transformées en culture, la fibronectine, le collagène de type 
IV et les chaînes Bl et B2, composants de la lame basale. Cette lignée cellulaire 
exprime dix jours après la confluence l'uvomoruline, un constituant des jonctions serrées. 
Différentes substances ont été étudiées afin de modifier les propriétés de la lignée 
rénale PT-1. Le dexaméthasone induit une différenciation morphologique précoce et 
augmente l'activité de la -y-GT dix jours après la confluence. L'acide rétinoïque affecte 
l'expression des enzymes de la bordure en brosse et induit l'apparition précoce de zonula 
occludens. Le butyrate de sodium stimule l'activité de la PA, mais réprime celle de la 
-y-GT. Le 5-azacytidine affecte de façon positive les niveaux de PA sans modifier la 
différenciation morphologique de la lignée cellulaire PT-1. Le DMSO et le HMBA n'ont 
aucun effet stimulateur sur la différenciation morphologique et réduisent l'activité de la 
-y-GT. Le méthyl-formamide réduit la différenciation morphologique et fonctionnelle. 
La suramine augmente la prolifération cellulaire et induit une différenciation 
morphologique. Par contre, au niveau de la différenciation fonctionnelle, elle induit une 
augmentation de l'activité de la PA et réprime l'activité de la -y-GT. La suramine affecte 
la liaison de certains facteurs de croissance à leurs récepteurs et pourrait ainsi modifier 
dans cette lignée rénale les signaux de différenciation et de prolifération, qui sont le plus 
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souvent antagonistes dans de nombreux types cellulaires. Un milieu sans glucose affecte 
la prolifération et la différenciation cellulaire de la lignée rénale PT-1. 
La lignée cellulaire PT-1 d'origine humaine est à ce jour unique et démontre un 
potentiel en tant que modèle d'étude moléculaire des mécanismes impliqués dans la 
prolifération et la différenciation rénales humaines. 
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